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CONTRIBUTION A L’9ETUDE BOTANIQUE 
ET BIOCHIMIQUE 
DES BACTERIES DU GENRE BACILLUS 


(PREMIER MEMOIRE) 


VALEUR DU TEST DE L’ACETYLMETHYCARBINOL 
POUR LA CARACTERISATION DES ESPECES (*) 


par Maurice LEMOIGNE, M": Bertraze DELAPORTE et M™* Mapexeing CROSON. 


Par leur trés grande diffusion, leurs activités glycolytique et 
protéolytique intenses, les bactéries aérobies sporulées constituant 
le genre Bacillus ont un réle capital dans les mécanismes naturels 
de la minéralisation des matiéres organiques. 

De plus, leur adaptation facile aux différents milieux de culture, 
la rapidité et Vintensité de leur développement, la résistance de 
leurs spores, en font des organismes extrémement utiles pour 
de nombreuses recherches physiologiques. Enfin, la variété des 
produits qu’ils engendrent aux dépens des protides et des glu- 
cides leur conférent un grand intérét pour les études biochimiques. 

Aussi, bien que ces bactéries ne soient pas en général patho- 
génes et ne jouent qu’un role limité dans l'industrie, il serait 
trés utile de pouvoir les identifier avec précision. 

Or, les publications faites sur la systématique du genre Bacillus 
sont trés nombreuses, mais rien n’est plus décevant que d’en faire 
le bilan. On est en présence d’un effort scientifique considérable 
et de résultats extreémement modestes, souvent inutilisables. 


(*) Communication présentée 4 la séance du 1” juillet 1943 de 
l’Association des Microbiologistes de Langue Frangaise. 
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Des essais ropes de mise au point n’ont abouti en fait qu "a la 
plus extréme confusion. 

L’identification sare des espéces reste le plus souvent difficile, 
parfois méme impossible. 

Pour quelques espéces bien caractérisées, combien y en a-t-il 
qui ont été décrites et que l’on ne retrouve jamais et d’autre 
que l’on retrouve constamment et qui semblent ne jamais avoir 
été décrites. 

Aussi, malgré l’aridité et la difficulté du sujet, avons-nous entre-_ 
pris une étude. systématique botanique et biochimique des bacté- 
ries du genre Bacillus. 

Avant d’aborder la description des diverses espéces, nous avons 
recherché si certains produits du métabolisme des glucides ne 
pouvaient pas servir 4 caractériser certaines d’entre elles. 

Parmi ces produits il en est deux qui sont fréquents et faciles— 
a caractériser. Ce sont I’ a iissat ret ke) et les lipides p-hydro-— 
xybutyriques. t 

Dans ce premier mémoire nous allons examiner les services — 
que peut rendre le test de l’acétylméthylcarbinol dans une étude 
systématique du genre Bacillus. if 

Les caractéres qui nous ont servi pour déterminer les espaces _ 
dont nous aurons a faire mention seront exposés dans des mémoires: 
ultérieurs. 
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La fermentation butyléneglycolique des oses ‘est caractérisée 
par la formation du 2-3 butyléneglycol, de Pacétylméthylearbinol 
et du gett e 


Le 2-3 butyléneglycol est difficile 4 caractériser directement de 
maniére spécifique et sa formation, souvent peu importante, est, 
avec les bacilles, presque toujours fugace. i 

Le diacétyle n’existe tout au plus qu "a état de traces. 

Au contraire l’acétylméthylcarbinol s’accumule parfois en quan- 
tités considérables dans les cultures et est tres facile a caractériser. 

Aussi, parmi les trois produits de la fermentation butvlénegly-— 
colique, est-ce lui dont la recherche peut constiluer un test bacté-_ 
riologique utilisable. | 

Ce test a rendu de grands services cong la ditteronuenee des 
espéces de la tribu des Escherichex, mais a été, comme nous le | 
verrons, peu employé pour les recherches de systématique chez 
les bacilles. tI 
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. Nous étudierons successivement : 
La technique de caractérisation ; 
Les résultats antérieurs ; 

Nos résultats expérimentaux. 


. — TECHNIQUE DE CARACTERISATION DE L’ACETYLMBTHYLCARBINOL. 


Grace 4 sa fonction cétonique voisine d’une fonction alcool, 


BP acétylméthylearbinol se préte 4 de nombreuses réactions. Aussi 
est-il facile a caractériser. 


a 
Zz, 
P 


1° CARACTERISATION EN NATURE. — a) Sans distillation. — Les 
-diverses méthodes de caractérisation directe sont inutilisables 
“sans distillation par suite de la complexité des milieux de culture. 
Seule pourrait étre employée dans ces conditions la formation 
“de la phénylosazone. 
_ Cette technique a été Pee récemment par R. Pirot, M. Bour- 
gain et J. Dufau-Casanabe * 
Elle peut étre utilisable ae déceler les microbes donnant beau- 
coup d’acétylméthylcarbinol, mais manque de precision pour 
‘Vétude systématique que nous voulions faire. 
_ pb) Aprés distillation. — L’acétylméthylcarbinol est entrainé par 
la vapeur d’eau et dans le distillat on peut facilement le carac- 
_tériser et méme le doser par polarimétrie, détermination du pou- 
voir réducteur, par la liqueur de Fehling par exemple. Ces carac- 
-térisations sont spécifiques dans ces conditions. 
- On peut également préparer la phénylosazone et son produit 
*oxydation, la tétrazone correspondante dont les formes cristal- 
lines et les points de fusion sont: caractéristiques. 
_ On pourrait également utiliser la réaction de Legal ou celle de 
“Lieben ; mais l’acétone, qui peut étre présent dans le distillat, 
éagit de méme. 
- Toutes ces méthodes ont le méme défaut. Elles manquent de 
-sensibilité ou elles sont longues. 
En effet, comme |’un de nous |’a montré, |’acétylméthylcarbinol 
distille de sa solution aqueusé¢ suivant une courbe tout a fait 
analogue a celle de l’acide propionique ‘(1). C’est dire qu’on ne 
‘peut l’extraire que partiellement par distillation simple. Un cou- 
rant de vapeur d’eau l’entraine totalement soit 4 la pression atmo- 
“sphérique, soit sous pression réduite. Mais le distillat est alors 
-dilué. 
— Pour toutes ces raisons, il est préférable de transformer |’acétyl- 
By carbine en diacétyle. 


@) Ges aeitiee 1943, 69, 313. 
(1) M. Lemorene, These de Doctorat, Barnéoud, Laval, 1913. 
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2° CGARACTERISATION APRES OXYDATION EN DIACETYLE. — a) Sans — 
distillation. — La réaction de Voges et Proskauer, 1898 (2), ; 
consiste a ajouter de la soude a la culture. La réaction est posi-— 
tive si la culture rougit. C’est 1a une technique courante en bacté- — 
riologie. Harden, puis Harden et Norris (8), en 1911, ont montré — 
que cette coloration rouge avec fluorescence verte est due au — 
diacétyle formé par oxydation de |’acétylméthylearbinol en milieu — 
alcalin et 4 la condensation de cette dicétone avec certains dérivés 
de la peptone. 

En fait, le groupement nécessaire pour que la réaction ait leu — 
est Je suivant : 


On le trouve dans |’arginine, la créatinine, etc... | 

Depuis, on a cherché A augmenter la sensibilité de cette réac- | 
tion, soit en facilitant l’oxydation, soit en ajoutant une substance 
azolée. ‘ 

Comme oxydant, on a préconisé l’eau oxygénée, avec ou sans 
chauffage [Levine, Weldin et Johnson, 1917 (4)], Cl,;Fe a 2 p. 100 
[C. H. W. Werkman, 1930 (5)], et SO,Cu a 0,1 p, 100 [Einar 
Leifson, 1932 (6)]. 

Comme substance azotée, O. Meara (7) ajoute, dans le tube 
de culture, en plus de 5 c. c. de soude 4 40 p. 100, un peu de 
créatinine en poudre. 

Cette technique permettrait de déceler 1 g. d’acétylméthylear- 
binol dans 50 litres de milieu, soit 20 mg. par litre. 

Rapide, pratique, elle manque cependant de netteté a la limite 
de sa sensibilité et surtout, celle-ci n’est pas réglable A volonté, 
ce qui, comme nous le verrons, est un défaut sérieux pour lutili- 
sation de ce test dans la détermination des espéces du genre 
Bacillus. Aussi lui avons-nous préféré une technique plus longue 
mais plus sdre. | 

b) Avec distillation. — I] faut tout d’abord oxyder en diacétyle. 
L’un de nous (8), en 1920, a montré que les sels ferriques étaient 
le meilleur oxydant. Le 2-3 butyléneglycol n’est pas touché. On 
distille et par suite on concentre le diacétyle et on augmente ainsi 
beaucoup la sensibilité du test que l’on peut régler a volonté en— 
choisissant convenablement la quantité de culture a distiller. 


(2) O. Voces et B. Proskauer, Zeitschr. f. Hyg., 1898, 28, 20. 

(3) A. Harpen et D. Norris, J. physiol., 1911, 42, 382. 

(4) Max Levine, J. C..Wetpin et B. R. Jounson, J. Inf. Dis., 1917, 
24, 39. 

(5) C. H. Werxman, J. of Bact., 1980, 20, 121. 

(6) E. Lemson, J. of Bact., 1932, 23, 353. 

(7) R. A. Q. O'Meara, J. Path. Bact., 1931, 34, 401. 

(8) M. Lemorene, C. R. Acad. Sci., 1920, 170, 181. ; 
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__ Pour la caractérisation du diacétyle dans le distillat, la réaction 
de Legal et celle de Lieben ne sont pas spécifiques. 

_ La formation de phénylosazone et sa transformation en 
 tétrazone par oxydation peuvent étre utilisées. 

Mais une réaction indiquée par l’un de nous permet plus raph 
dement et nettement encore de caractériser le diacétyle (8) 

‘Par addition d’hydroxylamine on prépare la diméthylglyoxime 

qui précipite avec un sel de Ni en donnant un précipité rouge de 
nickeldiméthylglyoxime tout a fait caractéristique. 

_ Cette technique est employée couramment et se préte bien a 
un dosage. 

_ J. Pien, J. Baisse et R. Martin lui adressent quelques critiques 
concernant sa régularité, sa sensibilité et sa spécificité (9). Ils 
estiment qu’elle est irréguliére et que, bonne comme méthode de 
caractérisation, elle est incapable de servir a un dosage. 

Or, en opérant suivant des conditions nettement définies, quant 
au volume du liquide, A son pH, a sa température et au temps 

_de chauffe, on obtient des résultats qui, au contraire, se tiennent 
bien. Nous en avons fait trés souvent l’expérience et beaucoup 
d’autres auteurs ]’ont également vérifié, parmi lesquels nous 
citerons Van Niel [1927 (10)], W. Dirscherl [1930 (11)], G. L. 

Stahly et C. H. Werkman [1936 (12)] et Y. Tomiyasu [1937 (13)]. 

D’autre part, Pien et ses collaborateurs reprochent a cette 
réaction son manque de sensibilité. Elle serait trés longue a se 
produire pour une dilution en diacétyle du 1/2.000 et nulle 
pour 1/5.000. 

En fait, sa sensibilité est nettement plus grande. 

Pour une teneur en diacétyle de 1 4 2 mg. pour 100 ¢. c., c’est- 
a-dire pour une dilution de 1/100.000 a4 1/50.000, la réaction est 
encore trés nette. Mais, comme Bernicourt (14) le fait remarquer, 

la solubilité du précipité est assez forte pour qu’a ces limites il 
y ait une erreur par défaut trop forte pour une détermination 
quantitative précise. 

_ Dans un essai qualitatif, en filtrant sur papier une solution qui 

-apparemment ne contient pas de précipité, on le voit nettement 
apparaitre sur Je papier quand il y en a de 0,00015 a 0,0002 
pour 100 c. c. 

- Rapportée non plus au diacétyle du distillat mais a Vacétyl- 
‘méthylcarbino] de Ja culture, la sensibilité peut étre considérable- 


(9) J. Pren, J. Barsse et R. Martin, Le lait, 1936, 16, 119. 
(10) C. B. Van Niet, Bioch. Zeitschr., 1927, 187, 472. 
(11) W. Dimscuert, Zeitschr. f. physiol. Chem., 1930, 188, 225. 
- (12) G. L. Sranty et C. H. Wenxman, Jowa State Coll. J., 1936, 40, 
205. 
(13) Yuxto Tomryasu, Bull. of the Agricul. Chem. Soc. of Japan, 1937, 
43, 82. 
(14) R. P. Bernicourr, Analyst, 1935, 60, 653. 
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ment augmentée par suite de la concentration du diacétyle par 
rectification. Nous reviendrons sur ces faits. 

Il résulte de cette discussion que la sensibilité de la réaction 
est suffisante pour le travail que nous avons entrepris. 

La troisiéme objection est la spécificité. En effet, toutes les a-dicé- 
tones donnent des dioximes qui précipitent avec les sels de nickel. 

Mais seuls ont été signalés jusqu’ici, dans les cultures micro- 
biennes, le méthylglyoxal et le diacétyle. Or, ainsi que l'un de 
nous l’a vérifié 4 de nombreuses reprises, dans le cas de cultures 
de bacilles, le méthylglyoxal ne se forme pas ou ne se formerait 
qu’a l'état de Kee ; 

La réaction de la nickeldiméthylglyoxime reste done ici bien 
spécifique du diacétyle, done de l’acétylméthylcarbinol. 

Mais il reste a signaler, au sujet de cette réaction, un défaut 
et une qualité. 

Le défaut n’intéresse que la méthode quantitative. 

Si lon part de quantités connues d’acétylméthylearbinol, on 
n’obtient pas un rendement égal a 100 p. 100. Il est nettement 
plus faible, contrairement a ce qu’a signalé Van Niel (10). 

Pour P. W. Wilson, W. H. Peterson et E, B. Fred [1927 (15)], 
le rendement est de 70 & 75 p. 100, pour Dirscherl, de 85 p. 100 
[1930 (11)], pour Stahly et Werkman, de 84 p. 100 [1936 (12)] et 
pour Tomiyasu, de 84,85 p. 100 (18). 

En fait, ce déficit ne tient ni & l’oxydation incompléte, ni a la 
réaction de la nickeldiméthylglyoxime. II tient au fait qu’au cours 
de la distillation tout le diacétyle ne passe pas. Une partie doit © 
sans doute étre polymérisée. 

D’aprés nos essais, le rendement moyen est d’environ 85 p. 100. 
Dans des recherches trés précises, il convient d’établir directe- 
ment le coefficient de correction en traitant une solution d’acétyl- 
méthylearbino] pure, de titre voisin de celui de la solution & 
analyser et en distillant dans Je méme appareil, dans les mémes 
conditions. Mais pour presque tous les dosages courants, le ren- 
dement de 85 p. 100 peut étre adopté. Toute autre technique dosant 
le diacétyle dans le distillat présente ce méme inconvénient qui 
peut étre corrigé facilement. 

Mais par contre la méthode a un trés grand avantage, c’est la 
netteté de ses résultats. Alors que parfois certaines réactions colo- 
rées peuvent donner des résultats douteux, ici on peut affirmer si, 
dans les conditions de l’essai, la réaction est ou n’est pas positive. 

KE. A. Prill et B. W. Hammer [1938 (16)] proposent de distiller 
le diacétyle comme de coutume et d’en faire J’oxime. Puis ils 


5 


(15) P. ‘W. Winson, W. H. Pererson et F. B. Frep, J. biol. Chem., 
1927, 74, 495. 

(16) E. A. Prim et B. W. Hammer, Iowa State College J. of Sc., 1938, 
42, 885. 


BACTERIES DU GENRE BACILLUS 74 


éliminent |’excés d’hydroxylamine par un peu d’acétone, ajoutent 
de |’ammoniaque et du tartrate de K et de Na, puis du sulfate 
ferreux. I] se forme ainsi un diméthylglyoximate ammoniaco- 
ferreux, qui reste soluble mais donne une couleur rouge intense 
permettant de doser 10 a 150 y dans la prise d’essai et de carac-: 
tériser encore 1 y de diacétyle dans 100 c. c. de liquide. 

Récemment, R. Pirot, M. Bourgain et J. Dufau-Casanabe ont 
proposé une technique analogue (loc. cit.). 

-Pien, Baisse et Martin, pour rechercher les petites quantités de 
diacétyle existant dans les crémes et les beurres, proposent de le 
combiner en milieu sulfurique avec la métaparatoluilénediamine. 
On obtient une quinoxaline jaune : . 


CH, : CH, 
CH, — CO Sais CH, GN 


H 
—> 2H,0 + | be 
CH, —C=N ? 


Dans nos essais, ol nous avons avant tout recherché la netteté 
des résultats, nous avons utilisé la formation de la nickeldiméthy]- 
glyoxime et nous opérons dans les conditions suivantes 


4 
CH,—CO “HAN —\ 


Un volume mesuré exactement de la culture est additionné d’un 
excés de Cl,Fe 4 25 p. 100. On distille lentement avec une légére recti- 
fication. 

Le distillat est recueilli dans 3 c. c. d’hydroxylamine 4 20 p. 100 
-et 5 c. c. d’acétate de Na a 20 p. 100. 

On distille de fagon a4 avoir environ 50 c.c. de liquide en tout. On 
-enléve la fiole de J’appareil a distiller et on ajoute 2c. c. d’une solu- 
tion 4 10 p. 100 de chlorure de nickel. 

_ On chauffe au bain-marie bouillant une demi-heure. On laisse refroidir 
et on filtre sur filtre en papier ou, mieux, sur creuset en verre poreux 
taré. : 

On multiplie le poids du précipité par 0,61 x a soit par 0,717 pour 
transformer en acétylméthylcarbinol. 


Nous indiquerons par la suite les conditions de Ja culture et 
les quantités de culture a distiller. 


Il. — R&sSuLTATS ‘ANTERIEURS. 


Péré (17), le premier, a suivi la formation et la disparition de 
Vacétylméthylearbinol dans les cultures de bactéries du genre 
Bacillus, mais il en ignorait l’identité et croyait suivre ]’évolution 
de l’aldéhyde glycérique. 

C’est A Grimbert (18) que l’on doit la découverte de la produc- 


(17) Péré, ces Annales, 1896, 10, 417. 
(18) Grmesert, C. R. Acad. Sci., 1901, 432," 706. 
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tion de Vacétylméthylearbinol dans une culture microbienne. I] 

utilisait une bactérie dont « il a renoncé a poursuivre V identifi 

cation avec les espéces déja décrites », tant il a été « frappé du 

désordre qui régne dans la description de ces espéces ». Il Va 
nommée Bacillus tartricus. Ce nom est du reste mal choisi car, 
d’aprés la description assez nette qu ‘en donnent Grimbert et 

Ficquet (19), ce Bacillus tartricus n’a pas de spore, par suite 
n’est pas un bacille et a toutes les propriétés de l’Aerobacte 

cloacer. 

En 1904, Desmots montre que les bactéries du groupe du i 
Bacillus mesentericus donnent de ]’acétylméthylearbinol (20). 

En 1912, Harden et Norris confirment les faits observés pay 
Desmots (21). 

En 1913, l'un de nous (1) montre que tous les bacilles du groupe 
du B. subtilis donnent ce produit ainsi que du 2-8 butyléneglycol . 
et que ces deux substances diminuent et méme disparaissent “ 
la suite. 


Depuis, de nombreux travaux ont été faits sur le mécanisme 
de la fermentation butyléneglycolique et quelques-uns ont utilisé 
le B. subtilis. Mais peu nombreux sont ceux qui ont été faits sur 
la présence de l’acétylméthylearbinol en vue de caractériser les” 
espéces diverses du genre Bacillus. 

En 1919, M. Lemoigne (22) trouve ce produit dans les cultures 
du B. anthracis. 

A. Soriano (23), utilisant la réaction de Voges et Proskauer, | 
observe que sur 28 espéces de bacilles étudiés, 18 donnent cette 
réaction et 10 ne la donnent jamais. Le tableau résume ces recher- 
ches : 


. subtilis. 
. vulqatus. 


. simplex. 


. fusiformis. 
. lautus. 


a 4 

Bacilles donnant une réaction de Voges et Proskauer positive. i 
: 

- polymyxa. : 


_ mesentericus. _ mycoides. . asterosporus. 
. globigii. : adhaerens. 7 laterosporus. 
. aterrimus. . meqatherium. . Spinosporus. 


Snes ss) a 
Bu ares 


Banas d 


. niger. . petasites. . indifferens. 


Bacilles ne donnant pas la réaction de Voges et Proskauer. 
. tritus. B. pellucidus. B. pseudotetanicus. 
. cereus. B. ubicuitarius. B. naviformis. 

. errculans. B. mutabilis. 


; 
} 
. biacutum. B. platus. | 
1 
H 


Sn whs 


(19) Grimpert et Ficgurr, C. R. Soc. Biol., 1897, 49, 962. 
(20) Desmots, C. R. Acad. Sci., 1904, 4138, 581, 


ye A. Harven et D. Norris, Proceed. Roy. Soc., 1912, 84, 492 e 
73. 


(22) M. Lemorene, C. R. Soc. Biol., 1919, 74, 984. 
(23) A. Sorrano, Rev. Inst. Bact., Buenos Aires, 1935, 6, 507. 
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Nous citons ce tableau comme document mais tout en faisant 
dés maintenant des réserves sur l’individualité réelle de toutes 
Bp ces espéces. 

Les plus importantes, quant a leur diffusion, sont soulignées, 
_ Parmi elles, seul le B. cereus ne donne pas, d’aprés Soriano, 
ache acélylméthylcarbinol. 

Nous voyons que cet auteur considére la production ou la 
non-production de cette substance comme caractéristique de 
Vespéce. — 

Dans leur étude sur les bacilles attaquant la xylane, Patrick 
et Werkman (24) n’ont trouvé que des organismes ne donnant 
- pas d’acétylméthylearbinol. 

___R. Porter, C. S. Me Cleskey et Max Levine (25) ont constaté 
- que dans le genre Aerobacillus existent deux groupes : celui de 
_ VAerobacillus polymyxa, donnant de l’acétylméthylcarbinol, et 
~ celui de l’Aerobacillus macerans, n’en donnant pas. 

En conclusion, nous voyons que ce test de |’acétylméthylcar- 
- bino]l a été utilisé assez peu dans la systématique des bactéries 
du genre Bacillus et que, cependant, i] a été considéré,comme un 
caractére d’espéce par les auteurs qui ]’ont employé. 


IlI. — R&ésuLTaTs EXPERIMENTAUX. 

a) RESULTATS OBTENUS AVEC UNE MEME soucHE. — Les quantités 
d’acétylméthylcarbino] obtenues avec une méme souche varient 
dans des proportions considérables. Dans un cas extréme, elles 
- peuvent étre de quelques milligrammes a 30 g. par litre. 

L’étude de ces variations est trés intéressante pour la connais- 
sance du mécanisme et de la signification de la fermentation buty- 
_ léneglycolique et nous y reviendrons dans d’autres travaux. Mais 
on comprend qu’elle est également capitale si l’on veut faire de 
la caractérisation de l’acétylméthylcarbino] un test bactério- 
_ logique. 
/ Si nous ne pouvons pas nous rendre maitres de ces variations, 
ce test perd toute valeur pratique. 
C’est exclusivement 4 ce point de vue que nous envisagerons 
ici ces variations. 
Action de l’dge de la culture. — Comme cela a été signalé depuis 
longtemps [M. Lemoigne (1)], Yacétylméthylearbinol passe par 
un maximum, puis au bout de quelques jours diminue, ect quel- 
quefois méme disparait. 
Voici quelques résultats extrémes : 


(24) Parrick et Werxman, Iowa State Coll. J. Sc., 1933, 7, 407. 
(25) R. Porter, C. S. Mc Creskey et Max Levine, J. Bact., 1937, 33, 
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TABLEAU I. 


Milieu : Bouillon de haricots avec 2 8. d’autolysat de levure et 4 g. de PO,(NH,).H 
par litre. Etuve a 30°. 


Souche : 2Gi 
AGE SUCRE PAR LITRE DANS LE MILIEU INITIAL 
i 
DE LA CULTURE 125,38 ¢. ) 159 g. : singh 
en jours Acétylméthylearbinol en grammes par litre 
" Ben sate Sh tavere Met Hea ine 4,2 BAO ued 352 
Teen hee ¥5 1.8 8.6 
6: ade \ ktetalo vahus 28.7 34,9 49,0 
4 GAR ce ay Woy ite Ie ah 45eo 4*,8 44,7 
Sikes Care eee te) AS 4 43.1 
A OPED = att outeras eave wis 4*,8 45,8 42,4 
= Pee ars TG : 47,2 48,2 2 OE | 
TaBLeav II. 
Milieu : Bouillon de haricots avec 2 g. de peptone et 20 g. de saccharose par : 
litre. 
Souche ; 457. D 
AGE DE LA CULTURE ' ACETYLMETRYLCARBINOL 
en jours : en gramme par litre 
, ee ME Me DL Em mrt och G6, CE Pye oa cS : 0,150 \ 
Ge Sk TET 5 Mute va tohute thats a reels aes ole Onn eee efeoremars nO NOOR 
PS het ade SA av CMR Secon PE pee ie an rea area Pee nus 
! 


L’allure de la courbe reste identique, mais ici l’acétylméthyl- 
carbinol disparait presque complétement. 

Action de la concentration en sucre. — Dans un milieu riche en 
sucre, les quantités d’acétylméthylcarbinol peuvent étre considé- 
rables et le minimum des cultures Agées reste élevé (tableau I). 

Dans un milieu pauvre, le maximum est peu élevé, et l’acétyl- 
méthylearbino] disparait presque complétement (tableau II). 

Action de Vaération. — Presque tous les Bacilles sont des 
aérobies stricts. I] en résulte que l’acétylméthylearbinol variera 
considérablement avec la hauteur occupée par le liquide de culture. 


Ainsi dans |]’essaiyrésumé dans le tableau III, un méme volume 


occupe des surfaces et par suite présente des épaisseurs trés 


différentes. 
TABLEAU IIT. 


Mist : Bouillon de haricots, autolysat de levure 2 g. et saccharose 80 g. Bee 
itre 


Souche : 2GI. 


EPATSSRUR ACETYLMETHYLCARBINOL EN GRAMMES PAR LITRE 
du liquide : — wee 
en centimétres { jour 2 jours 3 jours 9 jours 
A Dicker aed Peles 0,60 4,37 2,32 8,02 

8 oo een SONGS two he Traces. 0,00 0,44 6,61 

5 eer les A ee 0,00 5 O06 0,55 


La souche 2 GI donne un voile. 


37 ia SS OS Tee Cc Nk ia ve aaa 
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Avec les espéces n’en donnant pas, comme le B. megatherium, 


les differences sont encore plus grandes, ce microbe ne poussant . 


‘pratiquement pas si l’épaisseur du liquide dépasse quelques 
centimetres. 

4 Il résulte de tous ces faits, dont nous n’avons cité que les prin- 
‘cipaux, qu’avec une méme souche le test de |’acétylméthylcar- 
binol peut étre fort ou faible et méme positif ou négatif suivant 
les conditions expérimentales. 

I] n’aurait done aucune valeur si ces conditions n’étaient pas 
trés exactement précisées. 

_De méme que nous avons standardisé la méthode de caracté- 
risation, nous devions plus impérieusement encore standardiser 
la technique de la culture. 

Certes, le choix d’une telle technique est en grande partie arbi- 
traire. Le maximum d’acétylméthylcarbinol pour une espéce peut 
parfaitement étre atteint 4 une époque différente par une autre 
espéce. Mais l’essentiel ici est d’adopter une fois pour toutes des 
conditions bien précises et de s’y tenir pour obtenir des résultats 


réguliers et comparables. 
Nous avons employé le procédé suivant : 


- Le milieu est du bouillon de haricots (100 g. par litre) peptoné & 
2 p. 1.000 et sucré A 20 -p. 1.000. I! est réparti par 100c.c. dans des 
boites de Roux de 1 litre. Aprés stérilisation et ensemencement, les 
boites sont disposées a plat dans ]’étuve & 30° C. L’épaisseur du milieu 
est d’environ 0,5 cm. On analyse aprés trois jours pleins d’incubation, 
‘suivant la technique indiquée précédemment et en utilisant un volume 
de culture qui sera discuté ultérieurement. ; 


_ 6) RisuLTaTs OBTENUS AVEC LES DIFFERENTES SOUCHES DE BaACILLEs. 
‘— 1° Groupe du Bacillus subtilis. — Un premier groupe de 
Bacilles comprend : Bacillus subtilis, B. vulgatus, B. mesentericus, 
B. mesentericus fuscus, B. mesentericus ruber, Tyrothrix scaber, 
Tyrothrix tenuis, B. aterrimus, B. niger, etc. 

Dans un autre mémoire nous aurons a discuter sur ]’indivi- 
dualité et les caractéres distincts de ces « espéces » microbiennes. 
Ici nous pouvons les réunir dans un méme groupe, que nous 
appellerons provisoirement groupe du B. subtilis. 

Comme Desmots, Harden et Norris et M. Lemoigne, puis 
Soriano l’ont indiqué, ces bacilles donnent de grandes quantités 
d’acétylméthylcarbinol. 

Quelques résultats sont réunis ci-dessous pour 19 souches prises 
au hasard. ; 

Il y a donc des variations assez grandes, mais dans tous les 
cas, dans ces conditions expérimentales, la quantité d’acétyl- 
méthvlearbino] dépasse le gramme par litre. Si donc nous avions 
distillé seulement 2 c. c. de culture, nous aurions toujours eu une 
réaction positive trés intense. 
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Acétylméthylearbinol en grammes par litre : 


AD) eee Sok KS . hee E66 4, 1 S4e ts. a ee 1,43 
Hi SCOUT a aaa SU ge BPS PASS oS ion ahaa 3,406, AGING RL. fee 4,60 
OSB) Wits cee Sy60) LOK’ 255 reas eBid) dy bok a 1,36 
IR2G eee Ske AAS, ee eneme £0) ORT eo ee 4,15 
2 Gl at ane es B08) | E20 see 540) AGN cys 8 te 4,08 
PAE ee fre ooh B08) Wh tenwiaaee 2,20 
Toy ene ee 4,80 -BS 7 eee 2,08 

2° Bacillus polymyxa. — Nous n’avons eu qu’une seule souche 


de ce bacille, cultivée dans les conditions ci-dessus définies, elle 
a donné 2,6 g. d’acétylméthylcarbinol par litre. Ceci confirme 
les fails observés par Soriano (28) ainsi que par R. Porter, Co) Ss 
Me Cleskey et Max Levine (25). 


Au point. de vue du test de l’acétylméthylcarbinol, le B. ot 


myxa se comporte done comme les bactéries du groupe du 
B. subtilis. 

3° Bacillus anthracis. — Une culture a été faite par M. Staub 
avec une souche P de son laboratoire, suivant la technique décrite 


précédemment. En, distillant 100 c. c., nous avons obtenu 40 mg. 


d’acétylméthylearbino] par litre. 


L’un de nous a obtenu, avec d’autres souches du B. anthracis — 


cultivées dans un milieu plus riche en sucre et pendant plus 
longtemps, des quantités variant de 90 a 190 mg. par litre. 

Ces quantités méme les plus élevées sont nettement inférieures 
a celles données par les bactéries du groupe du B. subtilis. 


4° Groupe du Bacillus cereus. — Sur 88 souches étudisesm 


22 donnent une réaction de l’acétylméthylcarbinol positive et 


16 une réaction négative quand on distille 100 ¢. ¢. de leur culture 


obtenue dans les conditions définies ci-dessus. 
Donec ici la formation de l’acétylméthylcarbinol ne serait pas 
caractéristique de ]’espéce. 


Mais en y regardant de plus prés on s’apercoit que cette conchi- 
sion est trop simpliste. 


En effet les quantités d’acétylméthylearbinol varient beaucoup — 


suivant les souches, comme |’indique le tableau suivant : 
L’acétylméthylcarbinol est exprimé en grammes par litre. 


MRE eS, 0,028¢ SDE... 3k eee 0,003: CAIs ok ee 0,003 
PAS el 2, 0,080: op 1550) een 0,008" eT:AATR oat ce ae 0,002 


On arrive, pour les derniéres souches, a la limite de sensibilité 
de la réaction, la prise d’essai étant de 100 c. c. Il y a done lieu 
de se demander si, en augmentant le volume de la culture dis- 


tillée, les résultats négatifs ne se transformeraient pas en résultats 
positifs. 


En fait, c’est ce que nous avons constaté chaque fois que nous. 


avons effectué un essai de cet ordre. 
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Le tableau suivant donne quelques résultats obtenus : 


VOLUME DISTILLE 
ret nt eS A.M.C. PAR LITRE 
Bec. 100c.c. 500cc. 1.000cc, (ordre de grandeur) 


1A23 0 0 + a 4 mg. environ. 
SB aege tetaoi 0 0 — 4 mg. environ. 
SiC ares 0 0 + 4 mg. environ. 
SBS ais. 0 0 a Plus de 1 mg. 


Mais, en augmentant ainsi le volume distillé, on introduit une 
cause d’erreur. 

M. Lemoigne et P. Monguillon (26) ont montré la trés grande 
diffusion de l’acétylméthylearbinol chez les végétaux supériecurs. 
T] fallait done rechercher si le bouillon de haricots ne contenait 
pas d’acétylméthylcarbinol. Nous avons distillé 2 litres de bouillon 
de haricots non ensemencé, additionné de perchlorure de fer et en 
-rectifiant. Nous avons trouvé effectivement des traces de nickel- 
diméthylglyoxime, invisibles dans la liqueur, mais apparaissant 
“faiblement par filtration sur filtre de papier. On peut estimer cette 
quantité d’acétylméthylcarbinol contenue primitivement dans le 
bouillon a 70 a 80+ par litre. 


En tenant compte de ce fait, on voit que toutes les souches de > 


B. cereus qui ont été essayées produisent bien de |’acétylméthyl]- 
~carbinol. I] n’y aurait donc entre elles que des différences quanti- 
tatives. Nous reviendrons sur ces faits lors de nos conclusions. 

5° Bacillus mycoides. — Sur 7 souches étudiées, une seule 
donne une réaction positive quand on distille 100 c. c. de la 
culture obtenue dans les conditions indiquées. Cette réaction est 
du reste trés faible. : 

Mais si, comme pour les souches du B. cereus, on distille une 
-quantité suffisante de culture, la réaction devient positive. 


VOLUME DISTILLE 
A.M.C PAR LITRE 


a . 

me Gore le ssnoae er nia00.e. cs CRT ee ee 
Sy 0 Nae eee 0 0 ne 1 2 mg. 
MOA fend wee 80 0 ae zs 1a 2 mg. 


Soriano, qui utilisait la réaction de Voges et Proskauer, trouve 
une réaction positive avec B. mycoides. Ses souches étaient donc 
nettement plus actives que les nétres a ce point de vue. 

6° Bacillus megatherium. — Sur 13 souches, 11 donnent une 
réaction positive quand on distille 100 c. c. de leur culture. Parmi 
elles, 10 donnaient, dans les conditions que nous avons indiquées, 
(1&4 2 mg. d’acétylméthylcarbinol. Une dés 2 souches 4 réaction 
“négative fournissait une réaction positive quand on distillait 1 litre 
de sa culture. 


(26) M. Lemorene et P. Moneuition, C. R. Acad. Sci., 1930, 190, 1457. 
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I] faut remarquer que les conditions de |l’expérience ne sont 
pas les plus favorables pour le B. megatherium qui pousse beau-— 
coup plus activement sur milieu solide. 

IV. — Résumé er Concusions. me 

Deux conclusions essentielles ressortent de cet ensemble de 
faits, l'une limitée, d’ordre pratique, Vautre générale, d’ordre— 
théorique. : ; 

La premiére apparait quand on considére les différences trés 
erandes qui existent dans les quantilés d’acétylméthylcarbinol — 
produites par les diverses espéces du genre Bacillus. 

Les unes, constituant le groupe du “Bacillus sublilis, ainsi que 
B. polymyxa, donnent plus de 1 g. d’acéthylméthylearbinol par | 
litre de culture alors que les autres en donnent quelquefois 150 a 
200 mg., mais le plus souvent 50 et méme quelques milligrammes 
par litre. 

I] est évident que ceci n’est vrai que dans les conditions expe 
rimentales que nous avons choisies. 
Aussi concoit-on qu’aprés la standardisation de la method 
analytique et du mode de culture, on puisse, en prenant un volume 
approprié de culture a distiller, diviser les bacilles en deux 
groupes, les uns qui donnent une réaction de |’acétylméthylear- 

binol positive et les autres une réaction négative. 

On y arrive en distillant 2 c. ¢. de culture. 

La technique est ainsi complétement définie. Nous la résumerons 
dans ces conclusions: ; 


j 


Milieu : bouillon de haricots sucré A 20 g. et peptoné ad 2 g. par litre 
Ce milieu est réparti par 100 c. c. dans des boites de Roux de 1 litre. 
Apres stérilisation et ensemencement, on met ces boiles a plat pour 
avoir une faible couche de liquide. Incubation : trois jours 4 80° C. 

On améne & 100 c.c. ou a un volume plus grand avec des eaux de 
lavage, si cela est nécessaire. 

Dans un ballon de 500 c. c. on met 2¢. c. de la culture ou, s’il y a 
eu dilution, une quantité correspondante.& 2c. c. de la culture. On 
ajoute 25 c. c. de perchlorure de fer 4 25 p. 100, puis de l’eau, de 
maniére a avoir un volume total d’environ 100 c. c. : 

On distille, le ballon étant surmonté d’une colonne a8 rectifier. Le 
distillat est recueilli, aprés refroidissement par réfrigérant descendant, 
dans un flacon contenant 5c. c. d’acétate de Na A 20 p. 100 et 3c. ¢. 
de chlorhydrate d’hydroxylamine 4 20 p. 100. On distille de manitre 
4 avo'r un volume total d’environ 50 c.c. Apres avoir enlevé le flacon 
de l’appareil, on ajoute 2c. c. de chlorure de Ni A 10 p. 100. " 

Si le virage n’est pas instantané, on met au bain-marie A 100° 
pendant trente minutes, puis on laisse refroidir. La réaction est posi- 
tive quand le précipité rouge de nickeldiméthylglyoxime apparait. 


Avec les bacilles du groupe du Bacillus subtilis et avec Bacillus 
polymyra la réaction est positive. 


i 
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Avec les autres, elle reste négative. hin 
Cette technique permet de dislinguer trés nettement par exemple 
ertains subtilis de certains cereus qui, par un examen sommaire, 
‘pourraient étre confondus, et de méme Bacillus polymyzxa de 
Bacillus macerans. 

_ Elle est done utile. Mais il faut reconnaitre qu’elle permet de 
différencier surtout des espéces qui par ailleurs sont bien séparées 
les unes des autres, alors que d’autre part elle n’est d’aucun cai 
secours pour distinguer des espéces trés voisines, difficiles & 
caractériser. ° haat 
Done ce test de J’acétylméthylearbinol, ainsi rigoureusement 
‘standardisé, peut rendre des services dans la systématique du 
genre Bacillus, mais ces services sont limités. 

_ La seconde conclusion générale, d’ordre théorique, apparait 
quand, négligeant ces différences quantitatives, nous constatons 
_ que tous les bacilles sont producteurs d’acétylméthylcarbinol. 
Or, ainsi que l’un de nous |’a montré, presque chaque fois que 
*on recherche lacétylméthylearbinol avec soin dans une culture 
microbienne, on le trouve, et, de méme que l’ont montré 
M. Lemoigne et P. Monguillon, ce produit est également présent 
dans les végétaux supérieurs ainsi que dans le sang des mammi- 
-féres. On doit done considérer la fermentation butyléneglyco- 
lique comme un processus normal, trés fréquent sinon absolument 
énéral du métabolisme glucidique. Sa signification physiologique 
este.encore 4 déferminer. 


; 
e, 


a 


on s’accorde pour lui attribuer la formule : 


RECHERCHES 
SUR L'ACTIVITE ANTISTAPHYLOCOCCIQUE 
ET LE MODE D'ACTION DE LA PENICILLINE (°) 


par F. NITTI, J. FOSSAERT et M. FAGUET. 


En 1929, lors d’une contamination accidentelle, Fleming (1) 
constate qu’un Penicillium a la propriété d’élaborer des substances 
antimicrobiennes actives in vitro contre certaines espéces bacté- 
riennes. Ces substances diffusent dans le milieu ot a végété ce 
Penicillium et Fleming a préconisé |’emploi de ces liquides actifs 
pour Visolement de certaines espéces insensibles A ce principe 
telles que Hemophilus influenzex. 

Le Penicillium de Fleming a été identifié & Baarn (Hollande) | 
par M. Westerdijk a l’espéce Penicillium notatum Westling et il — 
est classé sous le n° 4222 du Catalogue « of the National Collec- 
tion of types cultures (Londres, 1936) ». ? 

En 1932, Clutterbuck, Lowél et Raistrick (2) insistent sur la_ 
technique de production de la Pénicilline et sur la spécificité du — 
Penicillium notatum Westling (Fleming) pour la production dee 
cette substance. ‘ 

Un certain nombre de travaux ont paru sur ce sujet en Angle- i 
terre et aux Etats-Unis. La préparation de la Pénicilline a été stan- 
dardisée et a l’heure actuelle on connait déja la formule brute et — 
quelques propriétés chimiques de ce corps. La structure chimique — 
de Ja Pénicilline n’est pas encore connue. Parmi ses dérivés, 

i 


y 


sel de baryum est celui qui a été obtenu le plus pur jusqu’ ici et 


Cy 9H 3.0, .N.Ba ou encore | Cy HgOyNoBa. 


La Pénicilline posséde deux hydrogénes facilement remplagables — 
par des métaux. Il est trés probable qu’il s’agit d’un diacide. 
D’aprés son spectre d’absorption, elle ne renferme pas de ee 
benzénique, mais la présence d’un cycle saturé n’est pas er 
Alors que ses sels sont relativement stables, la Pénicilline librel 
est extrémement fragile, et ceci rend son étude chimique , 
} 

qj 

al 


H 


délicate. 


(*) Communication présentée a la séance du 2 décembre 1948 d 
l’Association des Microbiologistes de Langue Francaise. 

(1) Fremine, Brit. J. Exp. Path., 1929, 40, 226-236. 

(2) Cuurrersuck, LoweL, Raisrrick, Bioch. J., 1932, 26, 1907-1918 
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On a décrit dernitrement des dérivés d’hydrolyse de la Péni- 
cilline. gardant une certaine action antibactérienne. 

Nous avons essayé d’obtenir de la Pénicilline vraie (3) en par- 
tant de la souche de Penicillium notatum 4222 du Lister Institute 
(souche Fleming) et nous avons préparé une substance ayant une 
activité antibactérienne analogue a celle observée par les auteurs 
anglais (4). Cette activité se manifeste encore vis-a-vis du staphy- 
locoque doré 4 une dilution de 1 pour 5 millions. Exprimé en 
unités Heatley, son titre variait entre 40 et 50 unités par milli- 
gramme. 

La Pénicilline (sel de Sodium) se présente sous l’aspect d’une 
poudre rouge foncé, trés hygroscopique et soluble dans l’eau. 

Ce sont ces échantillons de Pénicilline que nous avons utilisés 


dans tous les essais que nous allons maintenant rapidement 
résumer. ; 


- ACTIVITE ANTISTAPHYLOCOCCIOUE © IN VITRO » ET DOSAGE DE LA 
Pénicitiine. — La Pénicilline est active sur un trés grand nombre 
d’espéces microbiennes. Nous donnerons pour l’instant exclusi- 
vement nos résultats concernant le staphylocoque doré. 

On dose l’activité antimicrobienne de la Pénicilline par des 
méthodes biologiques. On peut utiliser la premiére méthode de 
Fleming et déterminer la dose minima de Pénicilline qui entrave 
en milieu peptoné la culture de staphylocoque doré. La méthode 
Heatley parfaitement décrite dans un remarquable mémoire trés 
complet sur les propriétés biologiques et la production de Péni- 
cilline par E. P. Abraham, E. Chain, C. M. Fletcher, A. D. 
Gardner, N. G. Heatley, M. A. Jennings (5) est particuliérement 
utile. Elle n’exige pas en effet de la Pénicilline stérile et se montre 
précieuse pour des dosages au cours de la purification chimique. 


On ensemence une culture de~staphylocoque doré dans une _ boite 
de Petri contenant de la gélose ordinaire. On place sur cette gélose 
de petits tubes de verre dont ]’extrémité inférieure est taillée en biseau. 


(3) Levapiri, Penau, PerauLr et Ericusen ont publié derni¢rement 
une courte note sur l’action lytique des milieux ot avait végété un 
Penicillium non identifié (C. R. Soc. Biol., 1943, 137, 359). Nous savons 
_qu’un trés grand nombre de substances antimicrobiennes, dont cer- 
taines sont actuellement chimiquement définies, peuvent étre élaborées 
par diverses espéces de moisissures. On ne devrait donc parler de Péni- 
cilline que lorsqu’on peut effectivement identifier 4 la Pénicilline la 
substance inhibitrice en cause. ; e 

(4) La Pénicilline utilisée a été préparée dans le Laboratoire scienti- 
fique des Usines Rhéne-Poulenc. Nous remercions vivement la Direction 
scientifique de cet établissement d’avoir mis a notre disposition les 
quantités de Pénicilline purifiée qui ont été nécessaires a nos essais. 

(5) ABRAHAM, CHAIN, FLETCHER, GarpNER, Heatitey et Jennincs, Lancet, 
1941, 177. 
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Dans chacun de ces tubes on introduit des doses décroissantes de 
liquide contenant de la Pénicilline. Le lendemain, les tubes sont entourés 
d’une auréole parfaitement claire tandis que le reste de la gélose est 
couvert d’une abondante culture de staphylocoque. ; 


On appelle unité Heatley la quantité minima de Pénicilline qui 
provoque une zone d’inhibition autour du tube apres séjour de | 
douze ou dix-huit heures a l’étuve, ayant un diamétre de 24 mm. — 


F.10 14. — Dosage de la Pénicilline par la méthode de Heatley. L’unité Heatley 
correspond & la quantité minima de Pénicilline qui provoque une zone 
dinhibition de 24 mm. 


TECHNIQUE DE PRODUCTION DE LA P£nicitLINE. — On _ utilise comme 
milieu de culture du milieu de Czapeck en couches trés minces ne 
dépassant pas 1 cm. de hauteur. L’adjonction de levure (autolysat de 
levure Byla (6) assez voisin de la « marmite »), augmente sensiblement 
la production de Pénicilline. Des concentrations trop fortes de cet 
autolysat, de 5 4 10 p. 100 par exemple, ont une. action nettement 
empéchante sur la moisissure et l’optimum est voisin de 2 p. 100. La 
présence d’autolysat permet des cultures plus abondantes, et, d’autre 
part, aux doses optima que nous yenons d’indiquer, la sporulation du 
Penicillium est trés diminuée. C’est dans ces conditions que nous avons 


(6) Bonneror et AupuREAU, ces Annales, 1942, 68, 263. 
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obtenu le meilleur rendement en Pénicilline. Les cultures sont pra- 
tiquées 4 l’étuve a 24°. Comme l’ont signalé Abraham, Chain et leurs 
collaborateurs, on peut soutirer le liquide des boites en laissant le 
mycélium intact et le remplacer par du milieu neuf. Dans ces condi- 
tions l’élaboration de Pénicilline est rapide et abondante. 


ACTION ANTISTAPHYLOCOCCIQUE « IN vivo ». — Nous avons utilisé 
dans ces essais une souche de staphylocoque doré extrémement 
pathogéne pour la souris blanche qui nous avait été donnée par 
notre ami G. Buttle. La dilution a 10—* d’une culture de six 
heures de ce germe tue la souris blanche en vingt-quatre ou 
quarante-huit heures. L’inoculation des germes enrobés dans de 
la mucine est pratiquée par la vole intrapéritonéale. Nous avons 


Souche staphylo 433. Culture ‘Aagée de (six hevres en milieu M.N. 
40.000 doses mortelles injectées par voie intrapéritonéale dans 
4 c.c. de mucine a 5 p. 100. 


PLEWMOINS 1 etree ac eee e ksh othe 


4162F. 30 mg. au total, ré- 
partis en 3 jours « per os ». 


Satter 
<< 


dtddddaedee 42d 4444 


Pénicilline, 8 mg. au wa 
titrant 40 unités Heatley 
par milligramme en 3 jours 
par la voie sous-cutanée . 


dddedeedeq deed} 


ddd deeded 
ddd 4444+ 
ddd <4 4ees++ 
Se ae ne a el 


a ee 
sas 4S— 5 


V, souris vivante; +, souris morte, 


-comparé dans ces essais l’action de la Pénicilline et celle du 
p-aminophénylsulfamide. Voici a titre d’exemple un protocole 
expérimental. 


s% 
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— 


La comparaison de l’action in vitro de la Pénicilline et des | 
sulfamides met. en évidence les faits suivants 


1° La Pénicilline est active contre les staphylocoques en milieu 
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Fic. 2. — Les cing premiéres cuves recoivent 200 y de Pénicilline titrée a 


40 unités Heatley par milligramme, pour 50 c.c. de milieu. La sixiéme cuve ne 
contenant pas de Pénicilline nous servira de témoin. La cuve 1 regoit 
70.000.000 de germes par centimetre cube. La cuve 2 recoit 480.000.000 par 
centimétre cube. La troisiéme 250.000.000 par centimétre cube, la quatriéme 
350.000.000 et la cinquiéme 600.000.000 de staphylocoques par centimétre cube. 
La cuve témoin est ensemencée avec 10.000.000 de germes environ par centi 

métre cube. En ordonnées, nombre de germes par centimétre cube et en 
abscisses, les heures (une heure correspond & 5 mm.). ® 


2 milliards 
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Fic. 3. — Pour que le staphylocoque se lyse en présence de Pénicilline il faut 


que cette derniére se trouve dans des milieux & concentrations assez élevées : 
courbe 4. De trés faibles doses de pénicilline ne provoquent qu'une légdre 
diminution de l'abondance des cultures microbiennes. Courbes 2 et 3, par 
rapport au témoin courbe 4, 


peptoné. On sait que dans ces conditions les sulfamides sont 
dépourvues d’activité bactériostatique vis-d-vis de ces germes, 


. 4 See Gee ee alt eo FL ss oe > 
Se ee re tee dee ts 
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- phénoméne dQ manifestement aux propriétés antisulfamides des 
peptones. 

2° L’acide p-aminobenzoique, méme a la dose de 10 mg., 

- n’empéche pas l’action antibactérienne de 10 y de Pénicilline. On 
peut déduire de ce fait que la Pénicilline n’entre pas en compé- 

tition dans le métabolisme microbien avec l’acide p-aminoben- 

zoique. 

3° Les sulfamides n’exercent une inhibition totale in vitro vis- 
a-vis du staphylocoque que si l’ensemencement des milieux est 
pratiqué avec une faible quantité de germes microbiens. Par 
contre, la Pénicilline manifeste son activité méme aprés ensemen- 
cement abondant (voir fig. 2). 

Le mode d’action de la Pénicilline est également trés différent 
par d’autres points de celui des sulfamides. L’examen des courbes 
de croissance pratiqué d’une facon continue dans l’appareil de 
Faguet et Nitti montre que dans un premier temps qui dure entre 
deux et trois heures, le développement est ralenti; puis il se 
produit une lyse progressive qui devient totale en quelques heures. 
Ce phénoméne ne se produit qu’en présence de concentrations 
assez élevées de Pénicilline. Avec de faibles doses la culture est 
ralentie, mais la lyse fait défaut. 

Nos recherches, qui confirment celles des auteurs anglais, mon- 
trent la haute valeur antimicrobienne de la Pénicilline. Des études 
sur le mode d’action de cette substance mettent en évidence des 
earactéres trés particuliers qui différencient la Pénicilline des 
antimicrobiens connus et notamment des sulfamides (7). 


(7) Nous remercions vivement M. A. Lwoff de l’aide et des conseils 
qu’il nous a prodigués au cours du présent travail. 


ACTIVITE BIOLOGIQUE DES TOXINES GDEMATIENS 
VIBRION SEPTIQUE, HISTOLYTIQUE ET PERFRINGENS 
OBTENUES DANS DES BOUILLONS 
PREPARES DEPUIS UN CERTAIN TEMPS (’) 


par Mayzis GUILLAUMIE, 


(Institut Pasteur, Paris.) 


M. Philippe (1) a signalé en 1942 que la valeur antigénique de 
la toxine élaborée par le B. diphtérique dans des bouillons de 
panse de pore alcalinisés depuis un certain temps s’affaiblissait 
en raison directe du vieillissement des bouillons. 
Depuis 1938 nous avons maintes fois déterminé le titre des 
toxines produites par les agents de la gangréne gazeuse ense- 
mencés dans divers bouillons d’Age différent ; fréquemment, en 
effet, nous gardons, a la température du laboratoire et a Pabri de i 
la lumiére, des bouillons Vf et des digestions chlorhydropepsiques _ 
de foie dans le but de comparer leurs propriétés pendant la j 
conservation. Ces milieux sont répartis en flacons de 5 litres et — 
stérilisés tels quels aussit6t aprés leur préparation. Lorsque nous” 
voulons préparer une toxine, nous prélevons un certain volume 
de ]’un d’eux, nous le portons a la température de 60-70° et nous | 
Jui ajoutons de la lessive de soude pour l’amener au pH qui 
convient au germe a ensemencer ; le bouillon alcalin est ensuite 
maintenu pendant quinze minutes A 100°, puis filtré et, dans cer- 
tains cas, additionné de glucose, de peptone ou de sang des- — 
séché (2); aprés stérilisation, 11 est prét pour l’ensemencement. — 
Deés 1941, nous avons donné des exemples montrant que la valeur 
nutritive du bouillon Vf, conservé acide pendant douze «A dix-_ 


(*) Communication présentée a Ja séance du 1° juillet 1943 de 1’Asso- 
ciation des Microbiologistes de Langue Francaise. 

(1) M. Puinirre, C. R. Soc. Biol., 1942, 136, 19. 

(2) Bouillon destiné A la préparation de la toxine vibrion septique : 
pH = 7,7 ; glucose : 5 p. 1.000 ; peptone Chapoteaut : 5 p. 1.000. Bouillon 
utilisé pour préparer la toxine histolytique : pH=7,5. Bouillon pour pré- 
parer la toxine adematiens : pH=7,7-7,8; sang desséché : 1,5 p. 1.000. 
Bouillon pour le B. perfringens : pH = 7,65; glucose : 1 p. 1.000; 
addition fréquente de sang desséché : 1,5 p. 1.000 ou de peptone (Pou- 
lenc, Defresne, 5 Bou 5C) : 0,5 ou 1 p. 100. 


fat ee, 


neuf jours dans les conditions que nous venons de rappeler brié- 
vement, ne diminuait pas pour le B. perfringens (souche Lechien) 
et que le vibrion septique faisait apparaitre a la température 


“de 37° des quantités comparables de toxine dans les bouillons 


employés six, vingt, trente-quatre ou quarante-six jours aprés 


leur préparation (3). , 
_Voici en quelques lignes le titre moyen des multiples échan-- 
tillons de toxine que nous avons obtenus dans de nombreux bouil- 


lons Vf préparés depuis quelques jours : la toxine perfringens 


formée par Ja souche Lechien a généralement contenu 20 4. 


50 doses mortelles (D. M.) par centimétre cube ; la toxine vibrion 
seplique : 150 4 350 D.M.; la toxine histolytique : 75 a 300 et 
la toxine e@dematiens : 2.000 & 12.000 D. M. (4). — Nous avons 
remis a J. Loiseleur et A R.-O. Prudhomme, qui désiraient 


étudier la fluorescence en lumiére de Wood des toxines et ana- 


toxines gangréneuses, 7 toxines présentant de tels degrés d’acti- 


vité, les anatoxines correspondantes ainsi qu’un échantillon des 


divers bouillons utilisés pour préparer les différentes toxines (5). 
Dans les tableaux I, II et III nous indiquons le titre des toxines 


‘Taptzau I. — Toxicité aprés cing jours d’étuve 4a 37° des cultures de 
B. @dematiens (souche Delombe) effectuées dans divers bouillons Vf. 


DATE 
de la préparation 
des bonillons Vf 
utilisés 


DATE DUREE TITRE DE LA TOXINE FILTREE 
de ~ | de conservation 
Yensemencement | des bouillons (doses mortelles par c.c.) 


44 mars 1944. 4 mois 1/2. |4.000-6.000; 6.000; 6.000-8.000. 
20 mai 1941. 4 mois. 4.000; 4.000-6.000; 6.000. 

46 sept. 1941. 7 mois. 3 000. 

30 déc. 1941. 9 mois 1/2. |6.000. 

4° oct 1941. 6 mois 1/2. |4.000. 

30 déc. 1944. 3 mois. 6.000. 


28 janv. 1941. | 
; 49 mars 1942 | 3 jours.  |4.000; 4.000-6.000; 6.000. 
| 


25 fév. 1944 . 
4 mars 1944 
44 mars 1944 
22 sept. 1944 


46 mars 4942 3 avril 1942. | 417 jours. 4.000-6.000. 


47 avril 1942. 4 mois. 4.000. 


cedematiens, vibrion septique, histolytique et perfringens que 
nous avons préparées avec des bouillons conservés pendant un 
A seize mois. Comme dans nos titrages antérieurs, la toxicité est 


déterminée sur souris de 17 a 20 g.; avant le dosage, la toxine 


eedematiens est filtrée sur bougie L. 2, les toxines vibrion septique, 


histolytique et perfringens sont centrifugées plusieurs fois ; les 
injections sont faites par voie sous-cutanée dans le cas de Ja toxine 


(8) Maylis Gumiaumie, ces Annales, 1941, 66, 239 ; 67, 121. 
(4) Maylis Guizaumie, ces Annales, 1942, 68, 202. 
(5) J. Lowrtrur et R.-O. PrupHomME, Assoc. Micr.L. Frang., ces 


Annales, 1942, 68, 479. 
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Tasieav Il. — Toxicité et dose minima hémolytique (D.M.H.), apres 
centrifugation, des cultures de vibrion septique ou de B. histo- 

. lytique préparées a la température de 37° dans divers bouil- 
lons Vi. 


7 ACTIVITE 
RS des toxines centrifugées 
DATE 20 4.22 heures 
F de aprés l’ensemencement 
de la préparation DATE ‘ 
conservation 
des bouillons Vf de l’ensemencement ie 
des bouillons Toxicité D.M.H. 
utilisés (doses 
employés mortelles (en c.c.) 
par c.c.) 
Anaérobie ensemencé : vibrion septique, souche Feunten : 
48 fév. 4941 . . .| 22 avril 1944. 2 mois. 250 
7 juillet 1944. .}| 30 sept. 1944. 2 mois. 200 a 300 
28 janv. 1944 . 27 mai 1941. 4 mois. 300 0,02 
20 oct. 1942. . .] 7 avril 1943. 5 mois 1/2. | 200 & 250 0,02 
46 déc. 1942. . 2) 7 avril 1943. 3 mois 4/2. 250 0,03 
71 juillet 1944. .| 27 janv. 1942. 5 mois 4/2.] 200 a 300 0,04 
4 mars 1944 . .| 30 sept. 1944. 6 mois 4/2. 300 
44 mars 1944 . .| 30 sept. 1944. 6 mois 1/2. 300 0,06 
28 janv. 1944 . .| 46 juillet 1944. 5 mois 4/2. 300 
29 déc. 1910. . .| 16 juillet 1941. 6 mois 4/2. 300 
40 déc, 1940. . .| 16 juillet 1941. 7 mois. 300 
Anaérobie ensemencé : B. histolytique, souche Letivi : 
26 nov. 1940. . .| 25 mars 1944. 4 mois. 300 0,002 
8 oct. 1941, 7 mois. 100 
6 et 18no0ov.1944.] 8 mois. 200-300 0,008 
& mars 1944 . .¢ 40 déc. 4941. 9 mois. 200-300 
10 déc. 1944. 9 mois. 300-400 
26 mars 1942. 42 mois. 200 0,003 
: 8 oct. 1944. 7 mois. 100 
44 mars 1944 . .) 96 juin 1942. 45 mois 1/2. 150 0,002 
27 mai 1944. . .| 26 juin 1942. 13 mois. 200 
25 AOA O4on as 6 mai 1943. 2 mois. 0,005 


cedemaliens, par voie veineuse dans les autres cas. L’ activité hémo- 
lytique est évaluée vis-a-vis de 0,1 c.c. d’hématies de mouton 
a 5 p. 100 dans les conditions expérimentales que nous avons 
précisées (6). Dans le tableau IV nous comparons le pouvoir 
hémolytique de différentes toxines filtrées sur bougie Chamber- 
land L 2 ou simplement centrifugées. 

Toxine cedematiens. — A des dates différentes, nous avons 
ensemencé 7 bouillons préparés depuis un a quatorze mois. Le 
titre des toxines, déterminé cing jours aprés avoir ensemencé les 


bouillons, a varié entre 4.000 et 6.000 D. M. par centimetre cube 
(tableau I). 


(6) Maylis Gumtaumig, ces Annales, 1941, 66, 329 ; 67, 398. 
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Tasrzau IV. — Activité hémolytique de diverses toxines 
avant et aprés filtration sur bougie Chamberland L2. 


= DOS MINIMA HEMOLYTIQUE 
NATURE DE LA TOXINE FILTREE (en c.c.) 


(numéro de l’échantillon 


date de la préparation) ae rriiaeact de nee 


Toxine vibrion septique (22 féy. 1942). 
Toxine vibrion septique | (46 mars 1942). 
Toxine vibrion septique Il (16 mars 1942). 
Toxine vibrion septique I/1 (46 mars 1942). 
) 


Toxine vibrion septique | (14 oct. 1942) . 
Toxine vibrion septique II (14 oct. 1942). 


Toxine histolytique ey JADY 11922) .ciene 
Toxine histolytique I (26 mars 1942) . . 0, 008 eis 
Toxine histolytique ll (26 mars 1942). . Toxine non hémolytique, 


Toxine perfringens 17 (5 déc. 1940) . . . 0,00015 0,0002 
Toxine perfringens 419 (17 déc. 1940)... 0,0002 0,0002 
Toxine perfringens 20 (7 janv. 1941)... 0,00035 . 0,0004 
Toxine perfringens 22 (6 mars 1944). .. 0,0005 0,0007 
Toxine perfringens 23 (4° avril 1944). . 0,0003 0,0005 
Toxine perfringens 134 (24 mars 41943). . 0,0005 0,002 


TOXINE VIBRION SEPTIQUE. — Au cours de deux 4 sept mois de 
conservation, la valeur nutritive de 10 bouillons a été éprouvée 
plusieurs fois. Nous les avons ensemencés avec la méme souche 
de vibrion septique : la souche Feunten. Aprés centrifugation des 
cultures, vingt A vingt-deux heures aprés |’ensemencement, nous 
avons obtenu des toxines trés nocives pour la souris contenant en 
effet 200, 250 et 300 D. M. par centimétre cube. Le titre hémoly- 
tique de ces toxines, de méme que celui des toxines élaborées dans 
des bouillons fraichement préparés, a été compris entre 10 et 
50 doses hémolytiques (D. H.) par centimétre cube (tableau ID). 


ToxXINE HISTOLYTIQUE. — En 1916, M. Weinberg et P. Seguin 
ont désigné sous Je nom de B. histolyticus un nouvel anaérobie 
pathogéne qu’ils ont découvert dans la sérosité des plaies gangré- 
neuses. Aprés avoir constaté, d’une part, que la toxine élaborée 
par ce germe dans du bouillon Martin n’hémolyse in vitro ni les 
hématies d’ homme, ni celles de mouton et de cobaye, et, d’autre 
part, que les hématomes qu’il produit chez le cheval ou le cobaye 
contiennent des globules rouges intacts, M. Weinberg et P. Seguin 
ont conclu que le B. histolytique ne sécréte pas d’ hémotoxine (7). 


(7) M. Wernperc et P. Srcum, C. R. Acad. Sci., 1916, 4163, 449; 
C. R. Soc. Biol., 1917, 80, 157. La gangréne gazeuse, 1917, 165, Masson, 
éditeur. 
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: Cette notion a été reproduite dans des traités récents de bactério- 
- logie (8) ; elle ne peut étre admise, ainsi que nous allons le voir. 
m= Au cours de nos recherches, nous avons utilisé comme souche 
7 de B. histolytique la souche Letivi, isolée et étudiée en 1917 par 
» M. Weinberg et P. Seguin. De 1922 a 1939, cette souche a subi 
_ tous les mois des passages sur cobayes dans le laboratoire -de 
| M. Weinberg. Depuis avril 1989 elle est entretenue par de simples 
_ repiquages en bouillon Vf additionné d’un cube d’ovalbumine (9). 
_ Avec 4 bouillons Vf conservés depuis sept A quinze mois, puis 
_ ensemencés avec un repiquage récent de la souche Letivi, nous 
_ avons préparé, a la température de 37°, des toxines trés nocives, 
.capables de tuer la souris a des doses comprises entre 1/100 et 
_ 1/850 de centimétre cube et d’hémolyser les hématies de mouton 
2) des doses variant de 0,002 A 0,008 c. ¢. (tableau II, cultures 

cenirifugées vingt a vingt-deux heures aprés ]’ensemencement). 

Dans les bouillons fraichement préparés nous avons obtenu d’em- 
_ blée, a 37°, des toxines manifestant ces degrés d’activité léthale 
- et hémolytique, que la souche Letivi utilisée pour ]’ensemencement 
_ ait subi pendant dix-sept ans des passages sur cobaye ou n’en 
~ alt plus subi depuis deux a quatre ans ; dans d’autres bouillons Vf 
la quantité d’hémolysine produite par cette souche a été beaucoup 
plus faible : les toxines ont seulement contenu 2 a 50 D. H. par 
~ centimétre cube, vingt a vingt-deux heures aprés l’ensemencement 

(D. M. H. : 0,5 4 0,02 c. c.).. Ces résultats indiquent nettement que 

la souche .Letivi, conservée comme nous venons de le mentionner, 
- élabore des toxines hémolytiques lorsqu’elle est introduite dans 

divers bouillons Vf. Aprés avoir observé ces faits bien des fois, 
nous nous sommes demandé si la souche Letivi avant tout pas- 
_ sage sur cobaye était douée de propriétés hémolytiques. Pour nous 
' renseigner A ce sujet nous avons recher¢hé si les spores conser- 
- vées en présence de bouillon dans des tubes scellés depuis 1919 
_ pouvaient actuellement émettre de |’hémolysine dans un bouillon 
- convenable : dans ce but nous avons transporté les germes d’un 
tube scellé depuis 1919, c’est-a-dire depuis vingt-quatre ans, dans 
- 2 tubes contenant des milieux favorables au développement ; le 
- premier contenait 10 c. c. de bouillon Vf additionné de 10 mg. de 
sang desséché (1 p. 1.000) et le deuxiéme du bouillon Vf et des 
fragments de foie cuit. Aussit6t aprés |’ensemencement, les 2 tubes 
ont été scellés sous Je vide et placés dans une étuve a 37°. La 
culture était abondante le lendemain dans le premier tube et au 


(8) M. Werserc, R. Nativette et A.-R. Privor, Les microbes anaéro- 
bies, 1937, Masson, éditeur. — A.-R. Prtvot, Manuel de classification 
et de détermination des bactéries anaérobies, 1940, Masson, éditeur. 
(9) M. Wernserc et Maylis Gumisumip, C. R. Soc. Biol., 1939, 434, 
1150. La souche Letivi sert A préparer A 1’Institut Pasteur les toxines 
nécessaires au titrage des sérums anti-histolytique et a V’immunisation 
des chevaux. 
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bout de quarante-huit heures dans le deuxiéme. La culture obtenue 
“en présence de sang a été centrifugée sans retard (dix-neuf heures 
aprés l’ensemencement) et titrée vis-a-vis de 0,1 c. c. d’une sus- 
pension a 5 p. 100 de globules rouges de mouton. A la dose de 
0,03 c.c., elle a totalement lysé les globules employés. Nous 
n’avons pas déterminé l’activité hémolytique de la culture du 
tube contenant des fragments de foie parce qu’elle avait débuté 
trop tardivement et aussi parce qu’un milieu additionné de foie 
ne réalise pas les conditions optima de l’hémotoxinogenése, mais 
elle nous a servi & ensemencer du bouillon Vf réparti par quan- 
tités de 40c. e. dans des tubes droits de 50c.c. (diamétre :22 mm.). 
Le développement s’est produit normalement : seize heures aprés 
l’ensemencement des tubes (bouchés au coton), la dose minima 
hémolytique des cultures centrifugées a été de 0,03 ¢. c. vis-a-vis 
de 0,1 c.c. d’une suspension A 5 p. 100 de globules rouges de 
mouton, et vingt heures aprés ]’ensemencement : 0,08 c. c. (essai 
du 17 mai 1943 avec un bouillon Vf du 25 février 1943). Done avant 
d’avoir subi des passages sur cobayes la souche Letivi était apte 
a élaborer une toxine nocive pour les hématies de mouton. 


Dans un article sur les propriétés de divers échantillons de toxine 
histolytique précipités par le sulfate neutre d’ammonium que nous avons 
préparés a des dates différentes avec la souche Letivi, nous avons pré- 
cisé que les échantillons H1, H2, H6 et HY sont nettement hémo- 
lytiques (10) ; en effet, leur dose minima hémolytique varie de 0,01 
4 0,03 mg. lorsqu’ils sont dissous dans des mélanges-tampons ou dans 
du bouillon Vf additionné de cystéine ; elle varie de 0,04 a 0,07 mg. 
lorsqu’ils sont en solution dans de l’eau physiologique ; or la souche 
Letivi employée pour préparer ces 4 toxines avait été soumise préala- 
biement pendant treize 4 quinze ans 4 deux passages mensuels sur 
cobayes. Les toxines H4, H5 et H7 préparées dans d’autres bouil- 
lons Vf mais avec la méme souche étaient dix A vingt fois moins hémo- 
lytiques que les échantillons précédemment énumérés. 

Récemment, nous avons signalé (11) que 3 autres souches de B. his- 
tolytique élaboraient aussi de l’hémotoxine dans les digestions chlor- 
hydropepsiques de viande et de foie ; il s’agissait des souches 114 C, 
319 et Baudet, qui, depuis leur isolement, n’avaient subi aucun passage 
sur cobaye mais seulement des repiquages en bouillon Vf additionné 
d’un cube d’ovalbumine. A.-R. Prévot et J. Taffanel (12) ont repris 
Vétude du B. histolytique ; nous leur avons donné un de nos repi- 
quages récents de la souche 114 C, isolée depuis 1922, et ils ont cons- 
taté aussi qu’elle produisait une toxine hémolytique in vitro. De notre 
cété nous avons recherché les propriétés de 2 repiquages en bouillon Vf 
d’une souche dénommée « chevaux » par A.-R. Prévot et que cet auteur 


(10) Ces Annales, 1941, 67, 401. 


(11) Maylis Gumraumiz, Assoc. Micr. L. Frang., ces Annales, 1942, 
68, 84. 


(12) A.-R. Privor et J. Tarranet, Assoc. Micr. L. Frang., ces Annales, 
1942, 68, 363. 
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entretenait depuis 1922 par passages sur cobayes; ces 2 repiquages ° 
dataient, l’un de 1935, l’autre de 1936, Avec chacun d’eux nous avons 
ensemencé le 15 mai 1943 un tube de bouillon Vf + fragments de foie ; 
- hous avons obtenu des cultures qui nous ont servi le 17 mai A ense- 
mencer des tubes contenant 40 c..c. de bouillon Vf du 25 février 1943 e 
seize heures aprés l’ensemencement de ce bouillon, nous avons eu des 
toxines qui contenaient 100 et 500 D. H. par centimétre cube (la toxine 
la moins hémolytique étant obtenue a partir du repiquage de 1935) ; 
les cultures centrifugées vingt heures aprés l’ensemencement titraient 
respectivement 200 et 250 D. H. par centimétre cube. En refaisant le 
méme,essai avec du bouillon préparé depuis deux jours nous avons 
obtenu sensiblement les mémes résultats. Ainsi, il est hors de doute 
que le Cl. histolyticum manifeste des propriétés hémolytiques in vitro ; 
In vivo, celles-ci ont passé inapercues vraisemblablement en raison du 
fait que le sérum sanguin est trés anti-hémolytique. fey 


Des observations que nous venons de rapporter il ressort donc 
que le B. histolytique conservé dans de bonnes conditions fait 
apparaitre d’emblée des quantités importantes d’hémolysine dans 
- des bouillons appropriés, qu’il ait subi avant |’ensemencement 
de ces bouillons de multiples passages sur cobayes, qu’il n’en ait 
pas subi depuis plusieurs années ou méme qu’il n’en ait jamais 
subi. 


Nous avons déterminé, a cing reprises au cours du développe- 
ment, l’activité hémolytique de la toxine que produit 4 37°, dans 
des tubes droits de 22 mm., bouchés au coton, la souche Letivi 
ensemencée dans du bouillon Vf favorable au B. histolytique 
sept heures aprés ]’ensemencement du bouillon, la culture était 
appréciable, mais ne contenait pas encore d’hémolysine ; en cen- 
trifugeant les cultures neuf heures, seize heures, vingt-trois heures 
_ et quarante-huit heures aprés ]’ensemencement du bouillon, nous 
avons obtenu des toxines contenant respectivement 65, 500, 200 
et 2 D. H. par centimétre cube. L’addition de cystéine a la toxine 
de quarante-huit heures n’a pas modifié sa valeur hémolytique. 
Ces faits montrent, d’une part, que l’hémolysine du B. histolytique 
apparait assez rapidement dans du bouillon Vf et, d’autre part, 
qu’elle se détruit en grande partie dans la culture maintenue pen- 
dant quarante-huit heures a 37° (J’activité hémolytique des cultures 
de B. perfringens effectuées dans le méme bouillon et maintenues 
aussi a l’étuve n’a pas diminué appréciablement pendant le méme 
temps). Dans des travaux antérieurs nous avons insisté sur Pins- 
tabilité de Vhémolysine de la tozine histolytique étudiée dans 
diverses conditions (13). Nous avons constaté, entre autres, que 
la toxine histolytique préparée a partir du bouillon Vf et conservée 
a la température de 2° dans des tubes bouchés au coton presente 


(13) Ces Annales 1941, 67, 399 et 406 ; ibid., 1942, 68, 84. 
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une atténuation notable au bout de deux jours, qu’elle perd 90 
a 99 p. 100 de son effet hémolytique en huit a dix jours et la 
totaliié de son action sur les hématies de mouton en trois 4 quatre 
semaines. Nous avons noté en outre que la cystéine ajoutée a la 
toxine dont les propriétés hémolytiques ont progressivemnt fléchi, 
ne rétablit pas l’activité primitive. Par opposition nous avons 
montré que la toxine perfringens préparée avec la souche Lechien 
dans des bouillons Vf reste stable 4 2° pendant cing a huit jours 
dans des tubes bouchés au coton ; son activité diminue ensuite de 
90 a 99 p. 100 en huit a dix jours (14), mais en présence de cys- 
téine elle récupére généralement sa valeur hémolytique initiale, 
méme aprés dix et douze mois de séjour a 2°. Par la suite, nous 
avons constaté que le pouvoir hémolytique de plusieurs toxines 
histolytiques conservées aussi a 2°, mais en tubes scellés sous le 
vide, se maintenait au taux initial pendant deux et trois semaines, 
parfois pendant deux mois ; puis |’activité hémolytique diminuait 
considérablement au cours des semaines suivantes et il était alors 
impossible de la ramener au taux antérieur par addition de cys- 
téine (les toxines examinées au cours de ces recherches étaient 
préparées dans des bouillons Vf ordinaires ou dans des bouil- 
lons Vf tamponnés par addition de phosphate bipotassique et de 
pyruvate de soude). Conservée a la température de 37°, dans des 
tubes scellés sous le vide, |’atténuation de ’hémolysine histolytique 
est rapide : la préparation du 26 mars 1942 a perdu en effet 85 p. 100 
de son activité en quinze heures, 90 p. 100 en quarante-huit heures 
et 98 p. 100 en trois jours ; la cystéine n’a pas augmenté leffet 
hémolytique de la toxine laissée pendant quinze et quarante-huit 
heures A 37°. Ces faits montrent que l’hémolysine du B. histoly- 
tique subit une profonde altération pendant Ja conservation. 

Ajoutons 4 ces données que la filtration sur bougie Chamber- 
land L 2 n’a pas diminué, dans 2 cas sur 3, l’activité hémolytique 
des cultures que nous avons centrifugées et filtrées vingt-deux 
heures aprés l’ensemencement des bouillons. Dans un . cas 
Vhémolysine histolytique a été totalement retenue par la bougie 
(tableau III). 


Toxine perfringens. — Nous avons comparé l’activité des 
toxines élaborées 4 33-34° par 2 souches de B. perfringens : les 
souches Lechien et SS. En général les cultures ont été centri- 
fugées vingt a vingt-deux heures apres |’ensemencement des bouil- 
lons ; dans quelques cas particuliers, que nous mentionnerons, la 
centrifugation a été effectuée plus tot; la dose minima mortelle 
et la dose minima: hémolytique des toxines ainsi obtenues ont été 
recherchées aussitOt aprés la centrifugation. 


(14) Maylis Gumraumim, C. R. Soc. Biol., 1941, 135, 1384 ; 1942, 436, 
275. 
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ieee 
1° RésULTATS OBTENUS AVEC LA soucHE Lecuren. — Peu aprés 


avoir préparé 8 bouillons, nous avons ensemencé une partie de 


chacun d’eux ; le reste de chaque bouillon a été divisé en parties 


_ 6gales qui ont été ensemencées A des dates variées durant huit a 
- quatorze mois de conservation. 


a) Dose minima hémolytique. — La dose minima hémolytique 


(D. M. H.) des toxines longuement centrifugées vingt a vingt-deux 


heures aprés l’ensemencement a toujours varié entre 0,001 et 
0,0002 c.c. Le nombre de doses hémolytiques contenues dans 
1c.c. de ces diverses toxines est donc compris entre 1.000 et 
5.000. Toutes les dilutions ont été faites avec de l’eau physiolo- 


 gique a 9 p. 1.000. L’activité hémolytique des diverses toxines 


que nous avons titrées au cours de ce travail est done compa- 
rable a celle des toxines que nous avions préparées antérieu- 
rement (15). 


Des travaux de M. Weinberg et P. Seguin (16) il ressort que les 


; cultures de quinze A seize heures de la souche Lechien hémolysent, a 


Ja dose de 0,1 c. c., 0,5 4 1c. c. d’une dilution A 1 : 20 de globules rouges 
de mouton. M. Weinberg et M. Nasta (17) ont recherché la quantité de 
toxine qui est capable d’hémolyser en une heure, a 37°, 1 c. c. de 


globules rouges a 5 p. 100. M. Weinberg et J. Alexa (18) ont employé 


_ des. quantités plus grandes d’hématies ; ils ont obtenu des toxines per- 
 fringens qui, 4 la dose de 0,1 c.c., hémolysaient 3,5 c.c. de globules 


rouges de mouton 4 5 p. 100. D’aprés nos titrages, des toxines dont la 


dose minima hémolytique est de 0,0006 c.c. vis-a-vis de 0,1 c.c. de 


globules de mouton a 5 p. 100 peuvent hémolyser en deux heures, 
4 87°, A la dose de 0,05 c. c., 10 c. c. de la méme suspension globulaire. 


b) Dose minima mortelle. — Les 8 bouillons utilisés au cours 


_ de nos recherches comparatives ont permis de préparer des toxines 


d’activité variable : leur titre oscillait entre 15 et 40 D. M. par 


—centimétre cube. 


Trés fréquemment la souche Lechien élabore dans divers bouillons Vf 


.. des toxines de titres différents ; pour essayer d’interpréter ce fait nous 


~ avons déterminé en 1939 l’extrait sec et, par la méthode de Sérensen, 


IN aminé de 8 bouillons ayant fourni des toxines de valeur inégale. 


=} 


a 
i; 


Dans des bouillons Vf de boeuf comparables par l’extrait sec et par leur 
teneur en N aminé nous n’avons pas toujours obtenu des toxines de 
titre élevé. Aussi avons-nous signalé dans un mémoire donné a l’im- 


- pression en 1940 que ces investigations chimiques ne permettaient pas 


(15) Ces Annales, 1941, 66, 330; 67, 140; C. R. Soc. Biol., 1941, 


- 435, 909. 


(16) M. Wernserc et P. Szcuin, La gangrene gazeuse, 1917, 74-75, 


_ Masson, éditeur. 


(17) M. Weiserc et M. Nasta, ces Annales, 1920, 34, 690. 
(18) M. Weinserc et J. Auexa, C. R. Soc. Biol., 1928, 99, 567. 
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toujours de prévoir dans quels bouillons la souche Lechien élaborerait 
des toxines de haut titre (19). ; 

Bien des facteurs encore indéterminés influencent cette souche sl 
intéressante par la multiplicité des antigénes qu’elle produit ; nous 
avons insisté sur les différences de constitution antigénique des toxines 
qu’elle engendre au bout d’un méme nombre d’heures dans plusieurs 
lots du méme bouillon (20). Les transformations que le bouillon subit 
en vingt-deux heures pendant le développement de la culture a 34° 
varient souvent aussi d’une préparation a l’autre : l’addition de sulfate 
d’ammonium 8 des toxines préparées de la méme maniére a partir de 


Tasrrau V. — Titre de six toxines perfringens préparées dans les 
mémes conditions a partir de deux bouillons Vf. Poids du préci- 
pité que le sulfate d’ammonium détermine dans ces diverses 
toxines. Titrage de deux sérums anti-perfringens avec une dose- 
test internationale des toxines E341, E32, E34, E41 et P28. | 


TOXINE PRECIPITEE | TITRE ANTITOX 
par de deux séry 
le sulfate d’ammonium anti-perfring 


TITRE 


DATE he ee fe 
de la toxine | 2 | 
LON UTILISE d = 3 
A ete : liquide | So | 82 | $-] Bo 3 
l'ensemencement 2m! SH |e g ee 3 
(D.M. par c.c.)) A | AS | oF gs 
us?! So |Pgs| ba 
3 Boa | fe a eat 
om =| 
43 sept. 1939. 35 0,910} E34 | 0,045] 150-475 | 3 
45 sept. 19.9. 30 0,525] E32 | 0,08 40-50: 
Vf du 7 sept. 1939 24 sept. 1939. 20 0,750} £33 | 0,045 
26 sept. 1939. 40 0,910] E34 | 0,035] 100-425 | 42 
29 nov. 1939. 20-30 4,450] E41 | 0,065 
Vf du 416 nov. ae 29 nov. 1939. 30 3,875 | P28 | 0,43 35 


plusieurs lots d’un méme bouillon ne détermine pas toujours des pré. | 
cipités de méme poids. Pour illustrer ce fait nous groupons dans le 
tableau V divers résultats que nous avons rapportés dans ces Annales 
en 1941, tome 66, pages 219 et 244. Voici un exemple : les 13, 15, 21. 
et 26 septembre 1939 nous avons ensemencé, dans des conditions appa-| 
remment analogues, des quantités égales du méme bouillon. Les cultures | 
(19) Maylis Guittaumig, ces Annales, mai 1941, 66, 365; C. R. Soe. 
Biol., 1942, 136, 73. G. Amoureux et J. Pochon, au cours de leurs 
travaux sur la toxinogenése tétanique, ont fait des recherches sem-| 
blables (C. R. Soc. Biol., juillet 1941, 135, 1060). Ces auteurs ont déter-| 
miné, pour un méme yolume de bouillon, le rapport entre l’extrait sec! 
et le volume de soude nécessaire pour neutraliser les COOH titrables| 
par la méthode de Sdrensen puis signalé qu’il n’existait pas un parallé-| 
lisme étroit entre la valeur numérique du rapport envisagé et le titre| 
de la toxine tétanique obtenue dans les divers bouillons examinés. 
(20) Ces Annales, 1941, 66, 239. 
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| ont été centrifugées vingt-deux heures aprés l’ensemencement. Aux 
. toxines centrifugées nous avons ajouté, par litre, 625 g. de sulfate 

d’ammonium. Les précipités ont été pesés aprés dessiccation. Par litre 
_ de toxine liquide nous avons obtenu respectivemént 0,910, 0,525, 0,750 
et 0,910 g. de précipité toxique. Nous avons désigné par E 32 la toxine 
_obtenue a partir du bouillon ensemencé le 15 septembre et par E 34 
celle qui provient du bouillon ensemencé le 26. Leur composition s’est 
_ révélée extrémement différente lorsque nous les avons utilisées pour 
_titrer.les sérums 135 et 714 (voir tableau V) et cependant nous les avons 

préparées avec le méme bouillon et précipitées suivant le méme procédé. 


_ 2° RESULTATS OBTENUS AVEC LA soucHe SS. — En ensemencant, 

_a des dates diverses, des quantités égales de,8 bouillons différents 

-conservés depuis un a seize mois, nous avons préparé dans des 
flacons de 5 litres en verre pyrex 21 échantilons de toxine per- 
fringens. 

_ a) Dose minima mortelle. — 17 toxines préparées dans 5 bouil- 
lons ont contenu vingt a vingt-deux heures aprés l’ensemencement 

40 a 60 D.M. par centimétre cube; 2 toxines produites dans 
2 autres bouillons ont renfermé 30 a 40 D. M. par centimétre 

cube et'le titre de celles que nous avons obtenues a partir du hui- 
tiéme, qu’il soit fraichement préparé ou conservé depuis treize 
mois, a seulement atteint 20 4 30 D. M. par centimétre cube. 


- Récemment nous avons utilisé 4 autres bouillons préparés depuis 
six, trois, deux et un mois ; ils contenaient la méme quantité d’azote 
-formoltitrable. Des volumes égaux de chacun d’eux ont été ajustés 
a pH 7,65, additionnés de 1 p. 1.000 de glucose et de 1,5 p. 1.000 de 
sang desséché, stérilisés en méme temps et ensemencés simultanément 
“avec la méme quantité d’une culture placée dans un seul tube ; quatorze 
“heures aprés, nous avons déterminé l’activité des toxines obtenues 
4 33-34°. Voici leur titre, exprimé en doses mortelles par centimétre 
cube : 40-4 50 (2 bouillons), 20 D. M. (2 bouillons). Au cours d’un autre 
essai, réalisé dans les mémes conditions, nous avons encore obtenu 
-aprés quatorze heures d’étuve 4 33-34°, des toxines qui titraient 40 
.3 50 D. M. par centimétre cube 4 partir des deux premiers bouillons 
et des toxines contenant 20 et 20 4 25 D. M. a partir des deux derniers ; 
dix-neuf heures aprés ]’ensemencement, le titre des toxines préparées 
“2 partir des 2 bouillons peu favorables au B. perfringens était res- 
pectivement de 15 4 20 et 20 D. M. par centimétre cube. Ces observa- 
tions montrent une fois de plus que la détermination de ]’N aminé 
ne suffit pas pour renseigner sur la valeur des bouillons destinés a la 
préparation de la toxine perfringens. . 
Les deux bouillons préparés depuis un et deux mois présentaient 
une particularité : pour les amener 4 pH 8,3 il fallait une quantité de 
soude plus faible que celle qui était nécessaire pour ajuster au méme pH 
les deux premiers bouillons ; de plus, la teneur en cendres de leur 
extrait sec montrait qu’ils étaient légérement moins riches en sub- 
stances minérales que les 2 bouillons trés nutritifs. Nous avons recherché 
si l’addition de phosphate bipotassique ou de CINa améliorait leur 
valeur : en présence de 5 p. 1.000 de PO,HK, ou de ClNa et des doses 
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habituelles de glucose et de sang desséché ils n’ont fourni que des 
toxines contenant 20 D. M. par centimétre cube quatorze heures aprés 
l’ensemencement. Ni la vitamine H (10 mg. par litre), ni la peptone 5B 
(0,5 et 1 p. 100) n’ont permis d’obtenir dans ces bouillons des toxines 
de titre plus élevé. 


b) Dose minima hémolytique. — La dose minima hémolytique 
des 21 toxines soigneusement centrifugées vingt a vingt-deux 
heures aprés l’ensemencement des 8 bouillons mentionnés précé- 
demment a varié entre 0,001 et 0,0002 c. c. Le titre hémolytique 
de 22 toxines obtenues avec la souche SS dans d’autres bouil- 
lons Vf ou dans des digestions pepsiques de panse de pore placées 
dans des flacons de 3 ou 5 litres a varié aussi entre 0,001 et 


0,0002 c. c. 3 ce qui porte A 43 le nombre des préparations qui | 
ont présenté une activité de cet ordre de grandeur ; trente-deux | 


fois sur quarante-trois le nombre de doses hémolytiques contenues 
dans 1 c. c. des différentes toxines a été compris entre 1.660 et 
3.330 ; les valeurs de la dose minima hémolytique. que nous avons 
le plus fréquemment observées ont donc été de 0,0006, 0,0005 
et. 0 0003 ac atc. 


L’ensemble des résultats que nous venons d’exposer montre 
que, dans de nombreux bouillons préparés depuis longtemps, le 
B. perfringens, de méme que le ‘vibrion septique et le B. histo- 
lytique, produit une quantité de toxine comparable a celle qui se 
forme dans les bouillons ensemencés peu aprés leur préparation. 
Au cours du vieillissement, les constituants du bouillon qui sont 
nécessaires au B. perfringens pour élaborer des exotoxines trés 
actives in vivo et in vitro ne s’altérent done pas. Ayant constaté 
ce fait, nous avons pu, grace aux réserves de bouillons trés 
nutritifs que nous avions constituées depuis quinze mois, obtenir 
les quantités de toxine de titre trés élevé dont nous avions besoin 
dans une période ot: les digestions de foie et les bouillons Vf ' 
qui étaient préparés au laboratoire, avec les muscles et le foie | 
d’animaux malades et mal nourris, ne fournissaient en présence | 
de sang desséché, d’extrait de viande ou de peptone Defresne que | 
des toxines perfringens trés hémolytiques mais peu nocives pour. 
la souris : 12 de ces préparations contenaient, en effet, par centi- 
métre cube, 1.100 a 3.300 D. H. et seulement 15 a 20 D. M., et 
deux préparations : 1.250 D. H. et 5 4 10 D. M.; V’addition de! 
tampons (phosphate de K seul ou phosphate de potasse + pyruvate | 
de Na), de vitamine PP ou d’autolysat de levure riche en vita-| 
mines B, n’améliorait pas la toxinogenése dans ces bouillons (21): 


(21) Ces observations montrent que les éléments nutritifs qui per- 
mettent au B. perfringens d’élaborer beaucoup d’hémolysine g ne) 
suffisent pas pour assurer une forte. production des antigénes trds_ 
nocifs in vivo. | 

| 


| 


a 
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Dans la méme période nous avons ensemencé plusieurs litres de 
6 digestions fraichement préparées avec des panses de pore 
(bouillon Martin) dans l’espoir d’obtenir, comme a la fin de 
1941 (22), des toxines titrant 40 A 60 D. M. par centimétre cube ; 
en présence de sang desséché ou de peptone, le développement 
a été abondant, mais nous n’avons eu que des toxines perfringens 
de faible nocivité pour la souris : deux préparations ont contenu, 
par centimétre cube, 20 a 30 D.M., deux, 10 a 20 D.M. et deux 
5410 D. M. Leur titre hémolytique a varié entre 250 et 500 D. H. 
par centimétre cube. La souche SS employée pour |’ensemen- 
cement n’avait cependant pas perdu une partie de sa valeur toxi- 
nogéne, car, introduite comparativement au cours de 10 essais 
dans des bouillons vieux de onze A seize mois et que nous avons 
alcalinisés, glucosés et peptonés la veille de l’ensemencement ou 
deux a cing mois avant, elle nous a fourni toutes les fois, sans 
exception, des toxines de valeur élevée : celles-ci titraient en effet, 
par centimétre cube, 40 4 50 D. M. (4 préparations), 50 D. M. 
(4 préparations), ou 55 et 60 D. M. (2 préparations). Nous en 
donnons quelques exemples dans le tableau VI. Quelques mois 
plus tard nous avons préparé 4 bouillons Vf avec de la viande et 


Tasieau VI. — Titre de la toxine perfringens préparée avec la souche SS 
dans divers bouillons Vf ou dans des digestions chlorhydropep- 
siques de panse de porc ou de foie de boeuf. 


DATE TOXINE OBTENUE A 33-34° 
DIGESTION UTILISEE 


de 


(date de la préparation) Toxicité 


lensemencement | en présence de | (py, par c.c.) 


Panse de pore (1° déc. 1941).| 2 déc. 1944. |Sang desséché 40 a 60 
Panse de pore (4** déc. 1941).| 2 déc. 1941. Peptone 5B. 40 a 60 
Wile eda AO! Wier si Lor.) vs 10 déc 1944. |Sang desséché. 40 & 60 
Panse de pore (29 juin 1942).| 30 juin 1942. |Sang desséché 20 a 30 
Panse de dorc (6 juillet 1942).| 7 juillet 1942.| Peptone 5B 2() a 30 
MisGsent--1942)i 0. - © 17 sept. 194 Sang desséché 20 & 30 
Vin(di6 Sept. 1942) 02 17 sept. 1942. Peptone 5B. 15 & 20 
Min(sedec, A941) a. | .| 26 oct. 1942. Peptone 5B. 40 a 50. 
Pirie 29r oct) 1942) asks 3 nov. 1942. |Sang desséché 5 a 10 
Foie (29 oci. 1942)... . 3 nov 1942. Peptone 5B. 10 
Pance de po. c (18 nov. 1942).| '9 nov. 1942. |Sang desséché 5 a 10 
Foie de beeu! (22 oct. 1941) | 19 nov. 1942. veptone 5B. 50 
Foie de boeeul 22 oct. 1941 .| 8 déc. 1942 Peptone 5B. 40 a 50 
Panse de pore (7 déc. 1942).| 8 déc. 1942 Peptone 5B. 5 a 10 
Vf (3 déc. 1941) . . 8 déc. 1942. Peptone 5B. 50 


SS ST SE OO SAAN CNL AEE EE SEES SRR EE I 2 ERPS) DRO 


(22) Maylis Guitraumie, C. R. Soc. Biol., 24 janvier 1942, 136, 73. 
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du foie de beuf sain. En procédant a l’ensemencement de 4 litres 

de chacun de ces bouillons pour éprouver leur valeur, nous avons 

constaté qu’ils étaient favorables a la toxinogenése de la souche SS 

puisqu’ils nous ont permis d’obtenir des toxines perfringens 

contenant 30 a 40, 40 et 40 4 50 D. M. par centimetre cube. Nous 

avons alors divisé en deux parties le reste de deux de ces bouil- 

lons; l'une d’elles, aprés addition de 1 p. 100 de foie cuit et 

ensemencement avec la souche SS, nous a fourni des toxines 

perfringens a facteur ¢ prédominant, les toxines ES5 et ES 6, 

utilisables dans |’évaluation de la teneur en antitoxine ¢ des sérums 

anti-perfringens. Elles sont comparables aux toxines ES 1 et ES 3 

que nous avons préparées avec la méme souche quinze et quatorze 

mois auparavant. Dans le reste de l'un des bouillons nous avons 

obtenu, en l’absence de foie, une toxine hémolytique (ES 7) conte- 

nant non seulement |’antigéne € mais encore des quantités impor- 

tantes d’un autre antigéne léthal. La présence de cet antigéne 

montre que la composition de cette toxine est a rapprocher de 

celle des toxines ES 2 et ES 4 que nous avons obtenues a partir 

de la souche SS il y a plus d’un an. Nous exposerons ces faits avec 

plus de détails dans un autre article. Nous les mentionnons ici 

simplement pour montrer qu’ils nous autorisent & penser que la 

souche SS est restée stable depuis que nous l’avons et que des 

éléments nutritifs indispensables 4 son métabolisme normal étaient 

en faible quantité dans les bouillons a base de tissus d’animaux 

malades et dans les 6 digestions de panse récemment prépa- - 
rées n’ayant fourni que des toxines de titre faible. Or, il est inté- 

ressant de signaler que le reste de l’une des digestions de panse 

de pore les plus défavorables 4 la préparation de la toxine per- 

fringens, ensemencé par M. Philippe avec du bacille de Léffler, 

a permis d’obtenir une bonne toxine diphtérique (45 unités flocu- 

lantes). Dans un travail antérieur nous avons précisé que des 

bouillons ne fournissant pas des toxines perfringens de titre 

élevé aprés ensemencement avec la souche Lechien, convenaient 

parfaitement 4 la préparation des toxines vibrion septique, histo- 

lytique ou cedematiens (23). De ces observations il ressort incon- 

testablement que le B. perfringens est un microorganisme parti- 

culiérement exigeant; elles montrent aussi qu'il est prudent 
de conserver des bouillons appropriés a ce bacille afin de pou- 
voir vérifier correctement la persistance de ses multiples pro- 
priétés. 

Beaucoup d’expérimentateurs avant nous ont constaté que 
l’obtention réguliére d’une toxine perfringens de titre élevé com- 
porte des difficultés. Le probleme se complique encore lors- 
qu’il s’agit de préparer A partir du bouillon Vf des toxines trés 
nodcives in vivo mais peu hémolytiques in vitro. 


(23) Ces Annales, 1941, 66, 362. 
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D’aprés N. Svartz et C. A. Brodd (24), vingt-quatre heures 
apres avoir ensemencé différentes souches de B. perfringens dans 
du bouillon glucosé additionné de craie et de tissu hépatique, les 
cultures ne manifestent jamais de propriétés hémolytiques a 
l’égard des hématies de mouton. Par contre, les cultures effec- 
tuées dans le méme bouillon mais en l’absence de foie sont trés 
hémolytiques. F. Nagler (25) a signalé que la toxine perfringens ¥ 
élaborée au début du développement par la souche A 52 P dans > pS 
du bouillon de Pope additionné de foie cuit de boeuf est trés nocive re 
pour la souris et trés hémolytique in vitro ; cet auteur a constaté he 
en outre que la teneur en hémolysine de la culture trés hémoly- 
tique obtenue en présence de foie diminuait rapidement pendant 
le séjour a l’étuve. D’aprés Nagler, le foie contient des substances 
qui permettent la production de la toxine € dans le bouillon de ~ 
Pope ; il en renferme d’autres qui détruisent trés vite ’hémo- 
lysine a apparue en quantité abondante dans ce bouillon dés le 
début de la culture. 


NF. eh Bey 


Dans plusieurs expériences nous avons obtenu des toxines trés ; 4 
nocives pour la souris et peu hémolytiques in vifro en ajoutant 3 “nt 
au bouillon Vf 1 p. 100 de foie cuit; nous en donnons deux ~ 


exemples dans le tableau VII (expérience 1 réalisée en présence | 
de foie de cheval, expérience 7 avec foie de boeuf). Mais, bien eg 


_ Tastgau VII. — Influence du foie sur l’activité des toxines perfringens 
P élaborées 4 la température de 33-34° par la souche SS. 


TOXINE OBTENUE 


CENTRIFUGATION 
EXPERIENCE BOUILLON UTILISE des cultures hae Deze minima 
. BORE oc |! mortalles oe ey ® 
“ig : par c.c.) exe) 
{ Vf. 22 h. d’étuve. 40-60 0,0006 
pt See | V+ foie de cheval.) 22 h. d’étuve. 40 036 
Vf. 22 h. d’étuve. 40-60 0,0006 
earner airs Vf + foie de cheval.! 22 h. d’étuve. 40-20 0,002 
c VF. Th. d’étuve. 30 0,0005 
jhe) Peecmenes } Vf + foie de beeuf. 8 h. d’étuve. 30 0,2 
Vf + foie de cheval.| 8 h. d’étuve. 30 0,004 
EVE Th. d’étuve. 40 0,0004 
ae oe ie | Vf4 foie de beuf. | 7h. d’étuve.| 5 & 10 0,08 
ASI meres Vf + foie de boeuf. | 12 h. d’étuve. Dai) 0,5 


(24) Nanna Svantz et Carl-Alex Bropp, Acta Med. Scand., 1931, 75, 


450. . 
(25) F. Nacter, Zeitsch. f. Immunitidtsf, 1940, 97, 273. 
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souvent, le foie employé a insuffisamment inhibé la production 
de l’hémolysine ou trop considérablement diminué la nocivité de 
la toxine pour la souris. Ainsi la toxine que nous avons préparée 
en présence de foie de cheval a été trés hémolytique dans le cas 
de l’expérience 7 rapportée dans le tableau VII (1.000 D. H. par 
centimetre cube). Celle de l’expériénce 8, réalisée en présence de 
foie de boeuf, a été peu nocive in vivo (5 a 10 D. M. par centi- 
métre cube) ; les souris recevant’ 1/5 de centimétre cube de cette 
toxine n’ont succombé qu’en vingt-quatre heures alors que la 
toxine préparée dans le méme bouillon mais en l’absence de foie 
a tué les souris 4 la dose de 1/30 de centimétre cube en une heure. 
Dans l’expérience 13 la toxine préparée en présence de foie de 
beeuf contient seulement 2 4 5 D.M. par centimétre cube. 

Dans quelques expériences nous avons évalué, au cours du 
développement a 34°, l’activité hémolytique des cultures obtenues 
en ensemencant comparativement la souche SS dans un bouillon Vf 
ordinaire et dans le méme bouillon contenant 1 p. 100 de foie cuit 
de différents beeufs ou de différents chevaux. La dose minima 
hémolytique de la culture effectuée dans le bouillon Vf du 24 juin 
1941 est de 0,0004 c.c. En présence de foie cuit du cheval Br., 
la souche SS élabore dans ce bouillon autant d’hémolysine que 
dans le bouillon témoin : sept heures aprés l’ensemencement la 
dose minima hémolytique de Ja culture centrifugée est de 
0,0004 c. c. ; la toxine contient done 2.500 D. H. par centimétre 
cube ; puis, l’activité hémolytique de la culture maintenue a |’ étuve 
en présence de foie diminue progressivement : cette culture ne 
contient plus que 1.000 D. H. neuf heures aprés l’ensemencement 
et 125 quatorze heures plus tard (expérience 9, tableau VIII). 


Tasteau VII]. — Activité hémolytique, au cours du développement a 
34°, des toxines perfringens élaborées par la souche SS dans le 
méme bouillon Vf additionné de 41 p. 100 de foie cuit de différents 
animaux. 


ACTIVITE HEMOLYTIQUE 
des cultures centrifugées 


CULTURE 
EXPERIENCE 
en présence de 
Aprés Aprés Aprés Aprés Aprés 
4 heures | 5 heures | 7 heures | 9 heures | 23 heures 


——_—_—_ 


Foie de cheval Br.| 0,0006 0,0006 0,0004 | 0,004 
Foie de chevalG!, 0,008 0,06 0,07 
Foie de buf B3. 5 0,04 0,03 0,07 

. .|Foie de cheval G2 0,2 0,0006 | 0,0004 


Dans l’expérience 10, réalisée avec le méme bouillon mais en 
présence de 1 p. 100 de foie de cheval G 1, la formation de ’hémo- 
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_ lysine est trés faible : elle atteint son maximum cing heures aprés 
_lensemencement; la dose minima hémolytique de la culture centri- 
4 fugée Glant de 0,008 c. c., cette culture contient seulement 125 D. H. 
_ par centimetre cube; puis |’activité diminue pendant les heures sui- 
_vantes (tableau VIII). L’addition de cystéine aux toxines centri- 
_ fugées ne modifie pas le titre hémolytique. Dans l’expérience 11, 
la quantité d’hémolysine produite en présence de foie de beuf B3 
_ est encore plus faible que dans l’expérience 10 ; sept heures apres 
_ l’ensemencement, moment ot la culture atteint son activité maxima, 
la D. M. H. est de 0,03 c. c. ; il n’existe donc que 33 D. H. dans 
cette culture : ces chiffres montrent nettement que dans cette 
- expérience le foie de beeuf a presque totalement, empéché I’élabo- 
ration de ’hémolysine perfringens (26). Dans deux autres expé- 
riences l’inhibition a été moindre; l’activité hémolytique de la 
culture obtenue sept heures aprés l’ensemencement en présence 
de foie de beuf B1 a atteint 500 D. H. par centimétre cube, et, 
en présence de foie de boeuf B 2, 250 D. H. par centimétre cube ; 
_en Vabsence de foie la toxine contenait 2.500 D. H. par centi- 
_métre cube. Dans l’expérience 12, le foie de cheval G2 a retardé 
la production de l’hémolysine, mais neuf heures et vingt-trois 
heures aprés l’ensemencement la quantité d’hémolysine formée a 
- été trés grande. 


La diversité des résultats que nous avons obtenus en préparant 

de la toxine perfringens dans des bouillons Vf additionnés de 

fragments de foie cuit de boeuf ou de cheval montre toute l’incer- 

 titude qui entoure encore dans les circonstances actuelles la ques- 

tion de la préparation des toxines perfringens de propriétés 

_déterminées, toxines cependant nécessaires pour apprécier les 
diverses activités des sérums anti-perfringens. 


RESUME ET CONCLUSIONS. 


Les composés qui sont nécessaires au vibrion septique, aux 
 B. histolytique et perfringens pour élaborer leurs toxines respec- 
tives sont stables pendant plus de cinq mois dans les bouillons 
acides conservés A la température ambiante. Avec des bouillons 


(26) L’activité des toxines trés hémolytiques obtenues dans du 
bouillon Vf est rapidement atténuée a 37° par les substances inhi- 
bitrices contenues dans les toxines peu hémolytiques préparées dans 
du bouillon Vf additionné de morceaux de foie cuit. En effet, en ajou- 
tant 4 une toxine riche en hémolysine élaborée en l’absence de frag- 
ments de foie un volume égal de la toxine centrifugée sept heures 
aprés l’ensemencement au cours de l’expérience 10, on constate qu’apres 
deux heures de séjour 4 37°, et aprés titrage des témoins maintenus 
un temps égal A cette température, le mélange a perdu 70 p. 100 de 
‘ son activité hémolytique. 


¥ goal gh! EIS Pees pt ee 


404 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


ajustés A pH 7,6 depuis deux a cing mois il est possible de pré- 
parer des toxines perfringens contenant 40 a 60 doses mortelles 
par centimétre cube. 

La détermination de l’activité hémolytique, vis-a-vis des héma- 
ties de mouton, de différentes toxines obtenues vingt a vingt-deux 
heures aprés l’ensemencement de divers bouillons montre que 
la toxine vibrion septique contient souvent, par centimétre cube, 
25 a 50 doses hémolytiques, la toxine histolytique 50 a 250 et la 
toxine perfringens 1.000 a 3.000; quarante-huit heures aprés 
lensemencement des bouillons, !’activité hémolytique de la toxine 
histolytique est minime, celle de la toxine perfringens est trés 
élevée ; la cystéine ne modifie pas la teneur en hémolysine des 
cultures de B. histolytique ayant séjourné quarante-huit heures a 
lV étuve. 

L’activité hémolytique de la toxine histolytique conservée a la 
température de 2° dans des tubes scellés sous le vide reste stable 
pendant deux a huit semaines ; puis l’hémolysine s’altére : la cys- 
téine ne rétablit pas son activité. 

L’hémolysine de la toxine vibrion septique, histolytique ou per- 
fringens traverse quelquefois intégralement la bougie Chamber- 
land L 2 (tableau IV); en général la filtration diminue de 15 a 
35 p. 100 l’activité hémolytique de ces toxines ; parfois ]’atténua- 
tion est plus marquée. Aprés vingt-quatre années de conservation 
en tube scellé le B. histolytique, souche Letivi, produit d’emblée 
de ’hémolysine dans du bouillon Vf additionné de sang desséché, 
milieu trés favorable au développement des anaérobies. 

La toxine perfringens élaborée par la souche SS dans du 
bouillon Vf est souvent plus nocive pour la souris que la toxine 
obtenue comparativement en présence de fragments de foie cuit 
de boeuf ou de cheval. L’action du foie cuit sur l’activité hémoly- 
tique de la toxine élaborée par la souche SS dans le bouillon Vf 
est irréguliére : sept heures aprés ]’ensemencement, la toxine 
formée dans du bouillon Vf additionné de 1 p. 100 de foie cuit 
de cheval est tanté6t aussi hémolytique que la toxine produite en 
absence de foie, tanl6t beaucoup moins. Nous donnons des 
résultats montrant aussi que le foie de boeuf peut réduire consi- 
dérablement dans du bouillon Vf la production de Vhémolysine «. 
par le B. perfringens. 


CEDEME ET PHENOMENES PARALYTIQUES 
PAR DESEQUILIBRE ALIMENTAIRE 
CHEZ LE SINGE MACACUS RHESUS EN CAPTIVITE (’) 


par G J. STEFANOPOULO. 


(Institut Pasteur.) 


Les publications de ces derniers temps sur ]’cedéme par carence 
ou déséquilibre alimentaire chez Vhomme (cedéme de guerre, 
cedéme des asiles ou des prisons, cedéme de dénutrition, cedéme 
de miséreux ou de famime, etc.) d’une part, et, d’autre part, 
Particle trés documenté de C.-P. Leblond et J. Chaulin-Servi- 
, miére [4], paru récemment (1942) dans ces Annales, sur le béribéri 

spontané du singe (Macaca sylvana ou Magot), m’incitent a pré- 
senter ici une série d’observations que j’ai recueillies sur le 
Macacus rhesus au cours de mes études sur la fiévre jaune (1927- 
1939). Parmi les diverses affections spontanées dont est l’objet ce 
singe en captivité, j'ai pu constater plusieurs fois des cas d’coedéme 
ou de paralysie qui m’ont paru se rapporter 4 une origine alimen- 
taire tout a fait comparable a celle des troubles ci-dessus men- 
tionnés. 

Ces cas se produisaient par périodes, surtout en hiver, soit sous 
forme sporadique, soit sous forme de véritables épidémies d’écurie 
et frappaient aussi bien les animaux « neufs » que les singes en 
observation au laboratoire depuis un temps plus ou moins long. 
On pouvait noter simultanément la présence de cas d’cedéme et 
de cas de paralysie, mais il ne m’a pas été donné de constater 
la coexistence de ces deux syndromes chez le méme animal. Leur 
apparition dans le méme temps évoquait V’idée d’une origine 
commune. 

Voici briévement les traits caractéristiques de ces’ deux sortes 
d’ affections 


OEntme. — Les cas d’oedéme étaient les plus graves ; ils évo- 
luaient d’une maniére aigué et se terminaient, en général, par la 
mort de l’animal en peu de jours. Cet edéme, mou et prenant le 
-godet, tantot est localisé ; c’est la face, les paupiéres, les bajoues, 


(*) Communication présentée A la séance du 1% juillet 1943 de l’Asso- 
ciation des Microbiologistes de Langue Frangaise. 
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le bas-ventre, les mollets qui en sont le siége ; Je scrotum et le 
fourreau chez le male, les grandes lévres chez la femelle, peuvent 
également étre pris; ils peuvent aussi changer de place. Tantdt 
l’ceedéme se généralise et détermine alors un véritable anasarque. 
I] s’accompagne de phénoménes généraux plus ou moins marqués 
(perte d’appétit, asthénie, diarrhée, etc.). Il peut quelquefois 
régresser partiellement ou totalement et faire ressortir ainsi 
Vamaigrissement prononcé de l’animal. Une amélioration durable 
peut également se produire mais, pour la plupart des cas, la 
mort survient assez rapidement dans un état de cachexie trés 
marquée. Sur le cadavre, l’coedéme infiltre souvent les parties 
déclives pouvant donner l’impression d’avoir disparu. 

A lautopsie, il n’est pas rare de noter l’existence de liquide 
libre dans le péritoine, la plévre, le péricarde. Des organes, c’est 
le foie qui attire le plus souvent Vattention par sa paleur ; par- 
fois, tout a fait décoloré (couleur chamois ou mastic), il rappelle 


le foie amaril. L’examen histo-pathologique montre dans ces cas. 


qu'il s’agit d’une dégénérescence graisseuse, plus ou moins géné- 
ralisée, accompagnée d’infiltration leucocytaire. Les reins sont 
moins touchés. 


PuHénoMiNES PARALYTIQUES. — I] semblerait que les phéno- 
ménes paralytiques soient le résultat d’une évolution plus lente. 
Ils se manifestent d’abord par une impotence fonctionnelle, pro- 
gressive, qui améne une certaine paresse dans les mouvements. 
L’animal perd sa vivacité et grimpe dans sa cage avec difficulté. 
Bientot on remarque |’existence de parésies, notamment des mem- 
bres inférieurs. Dans certains cas il s’agit d’une paraplégie com- 
pléte, ce qui oblige le singe A se déplacer comme un véritable 
cul-de-jatte. A un stade plus avancé l’animal reste souvent immo- 
bile ; on le voit alors prendre des attitudes assez caractéristiques. 
Heurté légérement, il tombe sur le flane et ne se reléve qu’avec 
difficulté. 

L’examen du systéme nerveux révéle, suivant le cas ou le stade 
de la maladie, soit de Vhyperesthésie, soit de l’hypoesthésie ; les 
réflexes rotuliens sont souvent faibles ou abolis. 

Comme manifestations générales, on note de l’inappétence, sou- 
vent de la diarrhée et surtout de lamaigrissement qui peut, dans 
les cas graves, aller jusqu’é lémaciation. La mort survient dans 
ces cas dans un délai de quelques jours 4 quelques semaines 
depuis l’apparition des premiers symptomes. Dans certains cas 
moins sévéeres et A un stade précoce I’état général s’améliore et 
la maladie passe a la chronicité ou méme peut guérir. Stabilisée 
a l'état chronique Vaffection rappelle certains cas de « paralysie 
des cages » que l’on observe chez d’autres espdces de singes et 
que j’ai autrefois constatée chez le gros cynocéphale et le capucin 
apres une captivité de plusieurs années. 
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Au point de vue anatomo-pathologique, sont A noter : ]’absence 
de lésions dans le systéme nerveux central (3 cas examinés) et la 
fréquence de la dégénérescence graisseuse du foie (1). 

- _ Etant donné le caractére souvent épidémique de ces deux affec- 
- tions, il m’avait paru utile de rechercher une origine infec- 
tieuse (2). Disons tout de suite que tous les examens microbiolo- 
giques (ensemencements, inoculations) pratiqués a différents 

Moments avec du matériel (sang, liquide d’odéme, névraxe, foie, 
_ etc.) provenant d’animaux atteints d’cedénie ou de paralysie n’ont 
pas confirmé cette hypothése. Tel fut le cas d’un streptocoque 
hémolytique (germe obligeamment identifié par le D"™ Cotoni). que 
j avais isolé, en 1931, par deux fois dans le liquide d’cedéme. 
La recherche des bacilles dysentériques dans les selles (2 cas 
d’cedéme et 3 cas de paralysie examinés) resta également négative. 

Une étiologie alimentaire de ces deux syndromes assez compa- 
rables au béribéri humain paraissait la plus plausible, |’idée d’une 
intoxication pouvant étre éliminée. Une enquéte m’avait permis 
de relever que les cas dont il s’agit se produisaient presque exclu- 
sivement chez les rhesus de mon laboratoire et, pour ainsi dire, 
jamais chez les animaux de la méme espéce stationnés a la sin- 
eerie de l'Institut Pasteur. Or, tandis que la ration de ces der- 
niers se composait réguliérement de riz cuit, pommes de terre 
cuites, bananes, salades ou carottes, oranges, suivant la saison et 
méme, de temps en temps, d’un peu de viande (hachis de coeur 
de beeuf), le régime habituel des singes du laboratoire comportait 
surtout des pommes de terre, pour la plupart crues, et du pain 
sec. Exceptionnellement on y ajoutait quelques pommes, carottes 
ou feuilles de chou. 

Notons que, d’aprés F. Noc (1910) [7], le Macacus cynomolgus, 
espéce trés voisine du rhesus, vivant dans la forét annamite, se 
nourrit, en général, dans la nature, de jeunes pousses de 
bambou, de crevettes, de crabes, de vers de vase, alimentation 
trés variée par conséquent et comprenant une certaine quantité 
de matiéres azotées. 


Pendant l’hiver 1938-1939, 20 M. rhesus neufs furent répartis, 
dés leur arrivée (4 novembre 1938), en nombre égal entre la sin- 
gerie de 1’Institut Pasteur et mon laboratoire. Ces deux lots 
d’animaux furent donc soumis respectivement aux régimes 


(1) Dans certains cas de « mort subite » que j’ai observés chez des 
rhesus « neufs », le foie présentait quelquefois la méme dégénéres- 
cence. 

(2) Dans une note de G. J. Stéfanopoulo et A. Codounis (1930) [9] 
sur la protéinémie du singe, le cas étiqueté « infection sévére d’origine 
inconnue » est en réalité un cas d’cedéme par déséauilibre alimentaire 
chez le M. rhesus. On y constate une baisse importante des protéines 
totales du sérum sanguin et en particulier de la sérine. 
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ci-dessus mentionnés. Tandis que les 10 premiers au bout d’un 
an étaient encore en parfaite santé, parmi les 10 singes hébergés 
au laboratoire, au cours des trois premiers mois, 3 ont présenté 


Fic. 14. — Cas d'adéme chez le singe, Obs. Il. M. rhesus ne 772, Dixiéme jour 
de la maladie. Gros wdeme de la face, du bas-ventre et du scrotum. (Photo 
Jeantet.) 


de l’@déme et un quatriéme fut paralysé. Dans le méme temps 
» DETTE yp 7 « “AG ] ; i ma .. 
2 rhesus, sur 7 autres qui s'y trouvaient en observation depuis 


Voici sommairement les observations de ces 6 singes tombés Re 


malades : & 


Cas p’onpkme. — I. M. rhesus n° 771. — Animal neuf. Apparition des 


Fic. 2. — Méme cas que figure 1. Douziéme jour de la maladie. 
Aspect de la face et des paupiéres. (Photo Jeantet.) 


cedémes le 26 décembre 1938. Meurt le 2 janvier 1939. Durée de la 
maladie : sept jours. 


+ II. M. rhesus n° 772. — Animal neuf. Apparition des cedémes le 
2 janvier 1939 (fig. 1 et 2). A partir du 14 janvier 1939 on ajoute a sa 
ration journaliére une banane, un peu de hachis de viande et du 
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tryptophane. Meurt le 17 janvier 1939. Durée de Ja maladie : quinze 
jours. . , | 
Autopsie : présence d’un peu de liquide dans la cavité péritonéale. 
Foie couleur chamois. Aspect normal des autres organes. Au micro- | 
scope : dégénérescence graisseuse du foie trés prononcée et infiltration 
leucocytaire diffuse et par foyers (fig. 3). Au rein : légére glomérulite. 


Ill. M. rhesus n° 775 bis, — Animal neuf. Apparition des cedémes 


Fic. 3.— éme cas que figures 1 et 2. Mort de l’animal au quinziéme jour de 
la maladie. Foie : degenérescence graisseuse intense et infiltration leuco- 
cytaire. Coloration hémalun éosine. Gross. : X 200 Photo Jeantet.) 


le 5 janvier 1939. Meurt le 15 janvier 1939. Durée de la maladie : dix 
jours. 


_Cas DE PARALYSIE. — I. M. rhesus n° 773. — Animal neuf. Premiers 
signes de paralysie des membres inférieurs le 14 janvier 1939. Amai- 
grissement. Le 10 janvier 1939 (seizitme jour de la maladie), ce singe 
est sacrifié en état d’extréme cachexie. 
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Autopsie : foie décoloré ; aspect normal des autres organes. Au micro- 
scope : dégénérescence. graisseuse du foie par plages, infiltration leuco- 
cytaire trés marquée autour des espaces portes. 


Il. M. rhesus n° 726. — En observation au laboratoire depuis deux 
ans. Parésie des membres inférieurs le 2 janvier 1939. Amaigrissement 
progressif. Pas de diarrhée. Le 18 janvier 1939, la paraplégie est com- 
pléte. L’animal se déplace, A l’aide de ses membres supérieurs, en 
cul-de-jatte. Le 2 février 1989, avale difficilement. I] est trés irritable ; 
‘au moindre toucher réagit avec violence. Le 18 février 1939, son état 


s’aggrave. Il reste couché et refuse toute nourriture. Le 22 février 1939 » 


(cinquante et uniéme jour de la maladie), il est sacrifié dans un état 
de cachexie trés avancée. 


Au point de vue anatomo-pathologique, A noter : l’absence de toute 
lésion de myélo-encéphalite 4 l’examen du névraxe et la présence de 


lésions importantes de nécrose, de dégénérescence graisseuse et d’infil- 
tration leucocytaire au foie. 


Ill. M. rhesus n° 733. — En observation au Jlaboratoire depuis 
deux ans. Le 6 février 1939, paralysie des membres inférieurs. Le 
10 février 1939, l’animal est en état de grande faiblesse et reste couché 
sur le flanc. Il est nourri a la sonde (lait). Le 18 février 1939, son état 
général commence a s’améliorer ; il reprend des forces, peut rester 
assis et se nourrit seul (pommes de terre cuites, pain, feuilles de 
chou, lait). Le 26 février 1939, il se déplace facilement. Le 30 mars 
1939 (cinquante-deuxiéme jour), il est en pleine voie de guérison. 


En somme, sur 17 M. rhesus soumis a4 un régime comportant, 
presque exclusivement, des pommes de terre et du pain sec, 6 pré- 
sentérent, deux a trois mois plus tard, soit des cedémes, soit des 
phénoménes paralytiques. 10 rhesus témoins soumis paralléle- 
ment A un régime plus « équilibré » (riz cuit, pommes de terre 
cuites, bananes, oranges, salades vertes ou carottes et un peu de 
viande), suivis pendant un an, se portent bien. 

Il est A remarquer que tous les animaux soumis 4 une alimen- 
tation déficiente, méme pendant trés longtemps, ne présentent pas 
de troubles, tout au moins apparents. Il faut croire que l’age, 
l'état physiologique, la fatigue, les préférences individuelles pour 
les divers aliments offerts et d’autres facteurs qui nous échap- 
pent, jouent dans le déclenchement des cedémes ou des _para- 
lysies. Certains sujets semblent s’accommoder assez facilement 
au régime carencé ou déséquilibré et arrivent a résister pendant 
de longs mois. 

Le défaut de singes n’a pas permis de poursuivre cette étude 
d’une facon systématique. 


Les publications concernant I’cedéme et les paralysies par 
earence chez le singe sont plutét rares. En ce qui concerne 
l edeme, E. Marchoux et A. Salimbeni (1903) [5] rapportent avoir 
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observé au Brésil (Mission frangaise de la fiévre jaune), chez leurs 
singes, dont ils ne précisent pas les espéces, des cas d’cedéme 
accompagné d’impotence des membres avec quelques cas de mort. 
Ces phénoménes étaient attribués par ces auteurs au riz blane 
cuit a l’eau qui constituait la nourriture de ces animaux. R. Tanner 
Hewlett et W. E. de Korté (1907) [40] ont noté des cedémes chez 
plusieurs singes de leur laboratoire qui étaient nourris principa- 
‘lement de riz bouilli, de fruits et de pommes de terre. Ils compa- 
rent cet: cedéme au béribéri humain. A. Harden et S. S. Zilva 
(1919) [2] ont remarqué chez le rhesus des cedémes avec de la 
diarrhée et de l’asthénie des, membres inférieurs. Leurs animaux 
recevaient depuis quelques mois du riz poli bouilli, de l’autolysat 
de levure, divers sels minéraux et du jus de citron. R. Me Carrison 
(1919-1920) [6] au cours de ses recherches classiques sur la patho- 
génie des maladies carencielles a signalé également de l’cedéme 
chez le singe, en particulier chez le M. sinicus, ainsi que: des 
phénoménes paralytiques et compare ces troubles au_ béribéri 
humide et sec de Vhomme. Enfin, T. Kikuchi (1927) [8], ayant 
soumis des M. rhesus A un régime composé de riz autoclavé, 
d’huile de foie de morue, de beurre et d’oranges a observé, aprés 
un délai de dix-sept 4 cent quarante-deux jours (68,6 jours en 
moyenne) des troubles gastro-intestinaux et des troubles nerveux 
avec perte du poids. I] avait noté parfois, surtout au début de la 
maladie, la présence d’cedéme ainsi que de liquide libre dans les 
cavités. I] cite R. Shiga et Kusama (1911) [8] qui ont également 
- observé de Voedéme chez des singes nourris au riz (maladie du 
riz). ; . 

Quant aux phénoménes paralytiques que j’ai observés chez le 
M. rhesus, ceux-ci pourraient étre rattachés 4 « la maladie démyé- 
linisante du singe », rubrique sous laquelle G. M. Findlay (1940) [4] 
classe toutes les formes « des paralysies des cages », qui ne se 
. différencieraient entre elles que par la localisation des lésions. 
D’apres cet auteur, 4 l’origine de cette démyélinisation, on trouve 
toujours une déficience de nutrition. On pourrait dire de méme du 
béribéri ou polynévrite par carence étudiée chez le Magot A 1|’Ins- 
tilut Pasteur du Maroc par C.-P. Leblond et J. Chaulin-Servi- 
niére [4] ott les lésions dégénératives des nerfs périphériques 
étaient trés accusées. 


En conclusion, les observations recueillies dans mon laboratoire, 
telles que je viens de les résumer ici, rappellent les constatations 
analogues faites chez le singe par d’autres auteurs et confirment 
le réle que le régime défectueux ou déséquilibré joue dans l’appa- 
rition de ’cedéme et des phénoménes paralytiques chez le M. rhesus 
en captivité. Elles montrent, en outre, l’intérét que présente ce 
primate dans ]’étude expérimentale des carences alimentaires et 
en particulier de l’cedéme dit de dénutrition, syndrome connu de 


rir 
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trés longue date chez l’homme et que les travaux poursuivis récem- 


ment par un grand nombre de cliniciens ont remis a l’ordre du 
jour. 
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COMMUNICATIONS (SUITE) 


SUR DEUX MODES DE LIBERATION 
DE LA TUBERCULINE 
A PARTIR DES CORPS BACILLAIRES 
DESINTEGRATION AUTOLYTIQUE ET EXTRACTION 
PAR DES PROCEDES PHYSICO-CHIMIQUES 


par R. LAPORTE. 


Considérée en tant que principe réactionnel, la tuberculine n’a pas 
été isolée jusqu’’a présent ; les préparations qui la renferment sont 
encore ltoules obtenues par des procédés purement empiriques. Tous 
les auteurs s’accordent, néanmoins, @ localiser |’activité tuberculinique 
de ces préparations dans leur fraction protidique. Long et Seibert, 
Boquet et Sandor ont établi que le pouvoir réactionnel, pour les sujets 
tuberculeux, des filtrats de cultures en milieux synthétiques du bacille 
de Koch réside dans un groupe de protéides & molécule de taille trés 
variable [poids moléculaire de 32.000 4 9.000 [Seibert] (1)] ; une pré- 
cipitation par l’acide phosphotungstique a 3 p. 100, en milieu sulfu- 
rique (Sandor) ou par le sulfate d’ammoniaque Aa saturation entraine 
toute l’activité tuberculinique des filtrats. Pratiquement, c’est donc 
dans |’obtention de ces protéides actifs aussi purs que possible que se 
rameéne la préparation d’une tuberculine. 

Le processus de libération de protéides & partir des corps microbiens 
peut s’effectuer de deux maniéres différentes : soit par désintégration 
autolytique spontanée, progressive mais lente des bacilies cultivés sur 
milieu liquide maintenu A 87°, soit par extraction rapide des corps 
microbiens par des procédés physico-chimiques variés. Dang la prépa- 
ration de la tuberculine brute de Koch ou vieille tuberculine, ces deux 


(1) Semert, Bact. Reviews, 1941, 54, 69. 
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procédés étaient utilisés successivement ; pour obtenir des tubercu- 
lines purifiées extrailes des cultures en milieu synthétique, seule la 
libération par désintégration spontanée des bacilles est mise A profit. 


Pour étudier dans les meilleures conditions le phénoméne de libération 
de protéides par les bacilles, au cours de Vautolyse, nous avons utilisé 
des cultures stérilisées par le toluéne dont l’action n’entrave pas l’autolyse 
' fermentaire. Des voiles de jeunes cultures humaines ou bovines, soigneu- 

sement lavés a plusieurs reprises, ont été mis en suspension dans de 
Teau distillée et placés & 37° dans une atmosphére saturée de vapeurs 
de toluéne. Dans ces conditions, des produits azotés diffusent rapidement 
dans le liquide ambiant; ils proviennent intégralement des bacilles. Le 
titrage de l’azote contenu. dans ces produits diffusés peut alors étre opéré 
par Ja méthode de Kjeldahl sans avoir 4 tenir compte de substances 
azotées étrangéres aux bacilles, comme c’est le cas lorsqu’on s’adresse 
aux milieux de culture. Au fur et A mesure que le liquide ambiant s’enrichit 
en azote, il devient de plus en plus actif, par inoculation dermique, chez 
le cobaye tuberculeux. La précipitation par lacide phosphotungstique 
entraine toute cette activité réactionnelle. Dés lors, nous devons consi- 
dérer différentes fractions de lazote libéré par les bacilles : 1° l’azote 
trichloracétique précipité par Vacide trichloracétique a 8 p. 100 selon 
Seibert et qui représente les protéines A grosses molécules et de grande 
activité ; 2° lazote phosphotungstique entrainé par lacide de méme nom, 
au taux de 3 p. 100, en milieu sulfurique (technique de Sandor) et qui 
représente les protéines et les protéoses actives; 3° l’azote résiduel, 
dépourvu de pouvoir tuberculinique. Nos résultats sont rapportés dans le 
fableau ci-contre représentant la libération des fractions de lazote par 
1 g. (poids sec) de bacilles de la souche humaine M6, provenant d’une 
culture de trois semaines en milieu synthétique de Long. 


Chiffres d’azote libéré par 41 g. de hacilles M6 
soumis a l’autolyse a 37° (en milligrammes). 


N LiBERE N actir 
N BACILLES | N BACILLES 


DUREE : 
de l'autolyse| N toraL |N. rricuLor.| N. prospHor. 


en jours | p- 100 p- 100 


0,69 0,32 0,07 
2,38 13,64 3,22 
4h 20,68 6,78 
1.93 26,40 9,90 
7,40 26,70 40,12 
71,53 27,44 10,38 


A la lecture de ces résultats, on voit : 1° que la majeure partie de 
l’azote libéré par l’autolyse bacillaire représente des produits suffi- 
samment dénaturés pour n’étre plus précipitables par l’acide phospho- 
tungstique et qui sont inactifs du point de vue tuberculinique ; 
9° |’azote actif est environ 1/4 (N des protéines) et 1/3 (N des protéines 
et protéoses) de l’azote total libéré ; 3° la diffusion de produits azotés 
s’arréte pratiquement vers le dixiéme jour ; 4 ce moment la trans- 
formation granulaire avec perte compléte de l’acido-résistance des 
bacilles soumis a l’autolyse est quasi totale. A ce stade, 27 p. 100 
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environ de l’azote total des bacilles du début de l’expérience ont 
diffusé dans le liquide. Le reste, soit 73 p. 100, demeure solidement 


e-!: il ‘ ~ inn Ee r oN eee ae 
wah Cink ne ee 


* 


fixé dans les granules résiduels (substance cyanophile). Le rendement © | 


final en azote actif par rapport & l’azote total des bacilles n’est que 
de 10,38 p. 100. 

La méthode qui vient d’étre exposée pour 1’étude de l’autolyse nous 
a permis de préciser les autres caractéres de ce processus : 1° les diffé- 
rentes souches libérent des produits azotés, actifs ou non, dans la 
mesure ow leurs cultures sont sujettes A ]’autolyse que révéle la désin- 
tégration progressive des bacilles avec perte de leur acido-résistance ; 
2° les bacilles tués par la chaleur, au-dessus de 60°, ou par le formol 
ef qui ne sont plus aptes, de ce fait, A l’autolyse par suite de la 
destruction de leurs ferments ne libérent pratiquement pas d’azote 
dans les conditions de l’expérience ; 3° la température optima d’auto- 
lyse est aux environs de 37°, Au-dessus de 45° la vitesse de libération 
est accélérée au cours des premiéres heures, mais elle se ralentit ensuite 
tres vite et la libération s’arréte avant d’atteindre le taux limite de 
celle réalisée A 37° ; 4° le pH du liquide ambiant ne modifie pas les 
résultats entre 5 et 7,4; quand la réaction devient trés nettement 
alcaline l’allure de l’autolyse ne semble pas sensiblement modifiée, 
mais un processus d’extraction directe des protéides s’ajoute a la libé- 
ration autolytique, ce qui change naturellement les résultats ; 5° notons 
que la stérilisation des bacilles par le toluéne accélére considérablement 
le processus lytique qui atteint son terme vers le dixiéme jour au lieu 
de nécessiter six A huit semaines comme quand on laisse l’autolyse 
s‘effectuer librement dans les cultures. 

De ce qui vient d’étre exposé on peut conclure que la seule méthode 
ulilisée jusqu’& présent pour la préparation de la tuberculine. purifiée : 
la libération de protéides par autolyse microbienne, est d’un mauvais 
rendement. Tres lente, elle s’accompagne de la dénaturation de la 
majeure partie des protéides libérés. De plus, seules les souches trés 
sujettes & la lyse fournissent par ce procédé des quantilés appréciables 
de protéides, ce qui exclut pratiquement la quasi totalité des souches 
bovines de la production de tuberculines purifiées. j 


Une autre technique de préparation peut étre employée ; elle consiste 
dans Yextraction directe des protéides des corps microbiens par macé- 
ration & chaud dans les liquides, Une réaction alcaline favorise beaucoup 
ce processus qui s’effectue alors 4 basse température. C’est d’ailleurs le 


moyen habituellement employé pour séparer les protéides constitutifs du | | 


bacille de Koch [Hammerschlag, Klebs, Hoffmann, Ruppel (2), Johnson 
et Brown (3), Coghill (4)]; ces auteurs pratiquent en général l’extraction 
des protéides 4 partir des corps microbiens préalablement dégraissés. Si 
le traitement d’extraction n’est pas trop brutal, les protéides que l'on 
obtient sont aussi actifs, du point de vue tuberculinique, que ceux que 
renferme le milieu de culture. Arena (5) a proposé lemploi d’extraits bacil- 
laires préparés par ébullition dans de eau a pH 7,2 aux lieu et place des 
préparations tuberculiniques ordinaires. 


(2) Ruppert, Zeit. physiol. Chem., 1898, 26, 218. 

(3) Jounson et Brown, J. biol. Chem., 1922, 54, 721 et 731. 
(4) Cocuitt, J. biol. Chem., 1926, 70, 439 et 449. 

_(5) Arena, C. R. Soc. Biol., 1938, 427, 557, 
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Deux caractéres séparent absolument le processus de libération par 
autolyse et celui d’extraction : celle-ci réussit aussi bien avec des 
bacilles tués & température élevée que sur des germes traités vivants 
ou aprés action du toluéne ; quand l’extraction est terminée, méme 
si l’on a opéré avec*des liquides trés alcalins, on n’observe pas de 
changement dans la morphologie et l’acido-résistance des bacilles qui 
ont été traités, contrairement 4 ce qu’on observe pour l’autolyse. 

Dans lVeau distillée neutre ou légérement acide, |’extraction de 
protéides 4 partir de bacilles tués par la chaleur, donc non autoly- 
sables, est trés faible 4 37° ; élle devient notable et de plus en plus 
rapide quand on éléve la température ; A 100° ou A 120°, A l’autoclave, 
elle s’opére activement. Voici, 4 titre d’exemple, les chiffres d’azote 
obtenus avec 1 g. (poids sec) de bacilles M6 extraits par de l’eau 
distillée aprés avoir été stérilisés 4 100° et lavés A plusieurs reprises. 


A 37° N total extrait aprés quarante-huit heures de 
FRAC CLA CO Lae amen wna Belarc etn omer at te ee ie Gta ses 0,56 mg. 
A 37° N total extrait aprés quinze jours de macération. 1,85 — 


A 60° aprés quarante-huit heures d’extraction : 


INE deSsproteimeSetags i omicth: tore obiarey 5 hoere eh rs 0,89 — 
INE CESUUROLEOSESIE Me Wiet yard sieve a coer akc eau 0,15 — 
NDT OAC TIEN rae Mhmnenl een teeta eeepc sits) velit Did 71,45 — 

A 60° aprés quinze jours d’extraction : 
ee NR GeS= pro lolne Sen teryie tia. anak pha et We sag othe ees 2,30 — 
INUCESMDOLEOSCSiRm Ri emotions. eiay eaten oho et era 4,06 — 
INDULGE OC Lilet ly aera cts eten tae eckar) Mhe ature 7,45 — 

A 100° aprés une heure d’extraction : 
INZdestpPOLGINES =) waerhcein stereo Neches. ot ele hey 2,81. — 
INMAES HD POLCOSC Sita wore ucts ee Pa testeas0 ohne Pca on Wes ae 0,44 — 
INEINAC Uitaesmrrde See iC entcA eh Ot poset tnt ls) ie sehreees 4,54. — 

A 100° aprés six heures d’extraction : 
INFCLESMDROLEINES si emer teen attends dss 1s vol “ole 2,67 — 
INEMESaDEOVCOS CS rare ec retignl en ceete ston ich or anise sows els 4,66 — 
NGI CH tered coeur eet oho skis tiers omic, Law Rue wea a els w 5,93 — 


On voit que, d’une maniére générale, le rendement est plus faible 
dans ces conditions que par le procédé d’autolyse et que la proportion 
de protéoses (moins actives que les protéines) est plus élevée par 
rapport A celles-ci, surtout lorsqu’on prolonge le temps d’extraction. 

Il n’en est pas ainsi lorsqu’on effectue 1’extraction en milieu alcalin, 
méme A basse température. Une chaleur modérée rend d’ailleurs |’opé- 
ration plus rapide sans dénaturer, d’une maniére notable, les protéides 
libérés. Voici les chiffres obtenus 4 la température de 60°, aprés 
quarante-huit heures d’extraction dans de l’eau distillée additionnée 
de 0,2 p. 100 de NaOH avec 1 g. de bacilles M6 : 


INEeSHPROLCIMES eae salam owns Wieser te cam yah "ler eyle sts 7,40 mg. 
INGA ESE PROUCOSCS Pauly cet iuroital oes ew er ncle strait ental nels 3,27 — 
INGITLACLL a eter ee Poutanen! ail axial ecelene a feu 5,66 — 


N total extrait 


Rapport Nodes bacilles Soot p. 100. 


148 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR — 


Rappelons les chiffres obtenus avec la méme quantité de bacilles 
de la méme souche aprés dix jours d’autolyse 4 37° dans l’eau distillée 
(temps limite du processus de désintégration) : 


N. des protéimesiyyeravc re coy |. chro hou hear if. » DSO MP. 
N des protéasestrnw = Shs gan ete ae rn 4,85 — 
N: imactific eee 2 teste || fod ae 44,99 — 
N total libéré ; 
ee 
Rapport 'y "Ges bacilles 7-8, B> 400: 


On voit donc, en comparant ces deux tableaux, que si le rendement 
final en azote total est légerement plus faible avec l’extraction que par 
autolyse, le rendement global et proporlionnel en azote actif des pro- 
téines et des protéoses est nettement plus élevé quand on emploie 
l’extraction. Voici, en effet, les valeurs du- rapport entre l’azote actif 
récupéré et l’azote total des bacilles utilisés : : 


Avec lVextractloniins: ate came rene ace. ee ee eens 44,64 p. 100 
Avec tautolyse titesee mote ok ei Nd ete ee 9,90 p. 100 


Si on considére qu’avec la technique d’extraction dans l’eau alcaline 
toutes les souches, méme les plus réfractaires 4 l’autolyse, sont sus- 
ceptibles de fournir des quantités importantes de proléides actifs, on 
comprendra l’importance que peut avoir, dans la pratique, une telle 
méthode de préparation pour obtenir tres rapidement des tuberculines 
purifiées 4 partir de toutes les souches, y compris les bovines. 


A PROPOS DE LA DENOMINATION DU MICROBE 
DES MONOCYTOSES 


par A.-R. PREVOT. | 


Dans un article récent et fort documenté, Harvier, Lavergne et 
Claisse (1) viennent de mettre au point les relations entre l’espéce 
bactérienne L. monocytogenes et les monocytoses infectieuses. I] est 
cependant un point de leur travail qui mérite une rectification : c’est 
celui concernant la dénomination générique de cette espéce. Ils rap- 
pellent a juste titre que c’est Murray, Webb et Swann qui ont décou- 
vert en 1926 cette espéce et l’ont nommée Bacterium monocytogenes. 
Cependant Pirie, en 1927, isola le m@me germe de la nécrose hépa- 
tique des gerbilles et lui donna le nom de Listerella hepatolytica, 
n’ayant pas identifié son microbe avec celui des auteurs anglais. Néan- 
moins le terme Listerella est préférable & Pacterium car il est correc- 
tement défini : « Batonnet de petite taille non sporulé. Gram-positif, 
Mobile ; cil terminal unique et long. Aérobie ou microaérophile. Pousse 
librement sur les milieux ordinaires ; allaque quelques glucides ; 
pathogéne ; agent des monocytoses. Espéce-type : L. monocytogenes ». 

En 1932, Nyfeldt identifia le microbe de Murray, Webb et Swann 


(1) Harvier, Lavercne et Cxarsse, Paris Médical; 1943, 125. 
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avec celui de Pirie et le nomma Listerella monocytogenes hominis, ce 
qui constitue 4 la fois un progrés et une faute. Progrés par adoption 
‘du binome Listerella monocytogenes qui consacre l’identification sus- 
dite, et faute par addition d’hominis, ce qui est contraire 4 la nomen- 
clature binominale universellement adoptée. Rectifiant cette faute, 
Bergey, Breed, Murray et Hitchens ont adopté le binome Listerella 
monocytogenes qui figure encore dans la 5° édition du Bergey’s Manual. 
‘Or au Comité de Nomenclature du Congrés de New-York, en 1939, j’ai 
demandé qu’on adopte la proposition faite par F. Mesnil, a Londres, 
en 1936, visant 4 interdire les homonymes entre tous les genres de 
Protistes (s. 1 Hake! : schizomycétes, protophytes et protozoaires). 
Cette proposition a été adoptée a l’unanimité avec invite pressante a 
changer les homonymes n’ayant pas la priorité (2). 

Comme le terme de Listerella avait été employé par Jahn, en 1906, 
pour un Mycétozoaire, Pirie (3), en 1940, se rendant a cette invite, 
a changé Listerella en Listeria. J’ai fait connaitre ce changement par 
une analyse parue dans le Bulletin de l'Institut Pasteur. L’appellation 
de Listerelloses peut subsister ou se changer facilement en Listerioses, 
mais le nom légal du microbe des monocytoses est désormais : Listeria 
monocytogenes (Murray, Webb, Swann), Pirie, 1940. 


CHIMIOTHERAPIE DU SODOKU EXPERIMENTAL 
DU COBAYE PAR LE SULFAMIDE ET SES DERIVES 


par M. CONGE et F. BOYER. 


Dans une communication antérieure, avec M. Nitti, nous avons 
montré qu’il était possible de traiter le sodoku du cobaye par les sul- 
famides. 

Rappelons que nos premiers essais utilistrent la voie sous-cutanée 
qui permet une élimination lente du produit. Nous introduisions sous 
la peau du dos des cobayes des fragments de crayon de 1162 F. Suivant 
les expériences les doses furent de 1 4 2 g. par kilogramme d’animal 
el par application, et ces applications, au nombre de deux ou trois, 
étaient faites tous les six ou huit jours. 

‘A coté de tres belles guérisons il y eut des échecs, ce mode d’admi- 
nistration présentait en effet de graves inconvénients. Le traumatisme 
fatiguait les animaux, on ne pouvait donc rapprocher les applications, 
mais l’organisme des cobayes ne se trouvant pas constamment imprégné 
par le médicament, il y eut des rechutes. 

D’autre part il nous fallait employer des doses trés fortes pour 
obtenir, au moins par périodes, une concentration suffisante du sulfa- 


(2) Ainsi j’ai da remplacer par Acuformis le nom générique Palmula que 
javais proposé en 1938 pour les anaérobies dont lespéce-type est A. sper- 
moides, le terme Palmula ayant été employé auparavant par Lea pour un 
Protozoaire. 

(3) Pirie, Nature, 1940, 445, 264. 
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mide dans le sang et cela explique que quelques animaux moururent 
d’intoxication. 

C’est pourquoi nous avons renoncé a la voie sous-cutanée pour la 
voie buccale, plus maniable, moins shockante et plus active, méme 
avec des doses nettement plus faibles, puisque I’administration quoti- 
dienne, devenue possible, permettait une imprégnation presque cons- 
tante des tissus par le médicament. 

Avant de présenter les résultats obtenus, il est nécessaire de préciser 
un certain nombre de données expérimentales. 

De grandes divergences existent en effet parmi les observateurs au 
sujet du sodoku du cobaye quant a la symptomatologie et & la mor- 
talité. Or pour juger de la valeur d’une thérapeutique il nous fallait 
obtenir des cas toujours comparables dans leur aspect clinique et. une 
souche trés virulente, non sujette A variations périodiques. 

Nous avons dd tenir compte de trois faits essentiels pour atteindre 
ce double but : l’Age de l’animal, le mode d’inoculation, la fagon dont 
la souche est entretenue. 

Avec juste raison Salimbeni, Kermorgant et Garcin ont fait remar- 
quer que les cobayes jeunes, de poids inférieur 4 300 et méme 350 g., 
présentent une forme septicémique d’emblée pauvre en symptomes et 
a évolution trés rapide. 

Nous avons donc utilisé jusqu’A présent, pour nos essais thérapeu- 
tiques, des cobayes adultes dont la maladie offre une symptomatologie 
plus riche et une évolution un peu plus longue. Encore faut-il, pour 
obtenir le maximum de symptémes, pratiquer une inoculation intra- 
dermique. 

L’évolution peut alors se diviser en phases schématiques que 1l’on 
retrouve chez tous nos animaux. 

Aprés une incubation de trois 4 quatre jours, apparait un chancre 
au point d’inoculation, il atteindra son maximum de développement 
a la fin du premier septénaire. 

Dans le courant ou a la fin du second septénaire, les spirilles font 
leur apparition dans le sang ; constamment observés a partir de ce 
moment, leur nombre présentera par contre des variations quoti- 
diennes trés marquées, comme on en peut juger sur la courbe ci-dessous 
(tracée en trait interrompu). 


Le début du troisitme septénaire marque une phase nouvelle, celle 


des troubles trophiques, les cedémes, la chute des poils. Des troubles 
sphinctériens précédent de peu la mort, celle-ci survient entre le 
trentiéme et le quaranti¢me jour. Les animaux sont A ce moment 
absolument cachectiques ; la courbe pondérale décroit en effet dds le 
début de la maladie et les cobayes peuvent perdre au total jusqu’au 
tiers de leur poids initial. 

La souche que nous possédons entraine toujours la mort des ani- 
maux, ce qui est capital ; cette constance dans ses effets vient de ce 
qu’elle est entretenue depuis des années par passage régulier sur 
cobaye, par inoculation d’une émulsion de rate broyée. 

Nous indiquerons -enfin les « Tests de guérison » que nous avons 
utilisés, ils sont de deux ordres. 

Eléments de probabilité. On ne doit se baser ni sur la disparition 
des spirilles dams le sang, ni sur le relévement rapide de la courbe 


ee ee 
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‘pondérale, puisque cela s’observe, au moins passagérement, chez’ les 
animaux qui traités insuffisamment rechutent par la suite. Cependant 
Si passé deux mois l’état général reste bon, si le poids continue d’aug- 
menter, si_les cedemes ne réapparaissent pas, si le poil repousse dans 
oe inoculation, ou dans les zones d’alopécie, la guérison est 
. De méme des cobayes capables de se reproduire dans les semaines 
qui suivent le traitement et capables de mettre bas des produits par- 
faitement constitués et viables, peuvent étre considérés comme guéris. 
Cependant nous nous sommes montrés plus exigeants et nous ne 
considérons comme guéris que les cobayes présentant les signes de 
certitude. 
On les obtient : soit, lorsqu’il s’agit d’animaux que l’on désire 
conserver, en inoculant 1 c. c. de leur sang a des cobayes neufs qui 


P \sp CHANCRE SPIRILLES 


m0] Oo d 
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ne doivent faire aucune réaction locale ou générale, soit en sacrifiant 
l’animal a contréler et en inoculant séparément 4 des cobayes neufs 
un broyat de sa rate, de ses ganglions, de sa moelle osseuse et de son 
cerveau. : 

Notons enfin que l’inoculation d’un broyat de rate virulente 4 un 
cobaye guéri depuis un mois environ permet de constater l’apparition 
d’un chancre typique et le développement d’une maladie comparable 
4 la premiére, alors que le méme liquide virulent ne provoque pas 
de lésion d’inoculation chez des animaux qui insuffisamment traités 
ont rechuté et présentent une forme trainante. Lorsque nous parlerons 
de guérison, il s’agira donc d’animaux ayant présenté des signes de 
certitude. 

Le traitement par voie buccale fut entrepris tout d’abord avec le 
1162 F a la dose de 50 cg. par kilogramme et par jour pendant dix 
jours, le médicament maintenu en suspension dans la gélose a 
1 p. 1.000 et bien émulsionné au moment de 1|’emploi étant administré 
par gavage gastrique. | 

Tandis que les témoins meurent dans les délais habituels aprés 
avoir fait une maladie typique, on constate que tous les animaux 
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traités : soit au début, soit au moment de l’apparition des spirilles 
dans le sang, soit méme beaucoup plus tard, vers le trenti¢me jour 
de la maladie, guérissent rapidement et définitivement. En cing a six 
jours, c’est-d-dire avant méme la fin du traitement, les spirilles dispa- 
raissent, puis l’état général s’améliore, le poids en particulier se reléve 
pour augmenter trés réguligrement par la suite. 

Mieux, il est encore possible d’agir sur des animaux pris in extremis 
et dont l'état paratt désespéré du fait des lésions énormes, des troubles 


sphinctériens et de l’aspect cachectique. Cerlains sans doute meurent || 


en cours de traitement, incapables d’en faire les frais, ce qui s’explique 
par les Iésions viscérales que découvre ]’autopsie, mais les autres 
reviennent A la normale et guérissent définilivement. 

C’est-d-dire qu’A la dose de 50 cg. par kilogramme le sulfamide est 
capable de guérir tous les cobayes atteints d'une forme grave de sodoku, 
& condition d’entreprendre le traitement avant l’apparition de lésions 
parenchymateuses étendues et irréversibles. 

Ces résultats extr€mement encourageants nous, incitérent alors a 
diminuer la dose quotidienne pour atteindre celle que |’on utilise en 
clinique humaine. 

Nous avons utilisé successivement ies doses de 20 cg. puis de 10 cg. 
par kilogramme et par jour pendant douze jours. Avec I’une ou I’autre 
dose on constate que si |’on traite les cobayes le jour méme de l’ino- 
culation, ils ne contractent pas la maladie. 

Si on les traite dés l’apparition du chancre, celui-ci rétrocéde deux 
fois plus vite que celui des témoins, la courbe pondérale se reléve trés 
rapidement et les spirilles n’apparaissent & aucun moment dans le 
sang, tous les animaux guérissent. 

Par contre, chez ceux qui sont traités quelques jours aprés l’appa- 
rition des spirilles, on assiste 4 une évolution en deux temps. Dans 
un premier stade tous les symplémes disparaissent, mais ]’élat général 
reste stationnaire et finalement les animaux succombent. A plus forte 
raison ceux qui sont traités en fin de maladie rechutent au bout de 
quelques semaines. . 

Ainsi les doses de 10 et 20 cg. par kilogramme se montrent parfai- 
tement préventives, mais peu curatives, sauf pour les animaux trailés 
pendant le premier tiers de la maladie, pour les autres la mort est 
seulement retardée de un & deux mois. 

Il semble que l’on puisse chercher une explication 4 ces résultats 
dans l'étude des courbes d’élimination des sulfamides dans le sang. 

Comme on le sait, le 1162 administré par voie buccale passe trds 
rapidement dans le sang et le maximum de concentration est atteint 
trois quarts d’heure apres l’ingestion, mais quelques heures plus tard 
la plus grande partie du médicament est ¢liminée. Cependant le profil 
de la courbe d’élimination est le m@éme avec n’importe quelle dose ; 
donc plus celle-ci est forte, plus le produit met de temps a s'éliminer 
et plus longtemps l’organisme en est imprégné, d’o une action supé- 
rieure, ce qui cadre bien avec nos résultats. Il convenait en toute 
logique d’essayer, d’une part des dérivés d‘élimination plus rapide que 
ie 1162 ; dans ce groupe nous avons choisi le sulfamidothiourée qui 
s'est montré, comme on pouvait le prévoir, beaucoup moins actif que 
te 1162, méme aux doses fortes ; d’autre part des dérivés d’élimination 
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plus lente ; nous avons utilisé le sulfamidothiazol, puis le sulfamido- 
pyridine dont on sait que vingt-quatre heures aprés l’ingestion on 
retrouve encore des doses importantes dans l’organisme. Avec ces deux 
dernicrs produits, & la dose de 10 cg. par kilogramme et par jour 
pendant douze jours, nous avons obtenu des guérisons completes, 
méme chez des animaux traités seulement au vingtiéme jour de la 
maladie. 

La longueur de ces expériences, dont chacune, pour pouvoir étre 
considérée comme valable, demande de trois A quatre mois de mise 
en observation, et la difficulté qu’il y a A protéger contre des maladies 
intercurrentes, pendant si longtemps, des animaux par ailleurs sous- 
alimentés, font qu'il ne nous a pas encore été possible d’étudier systé- 
matiquement le dernier stade de ja maladie. Deux notions sont a 
retenir pour ces études ultérieures : la nécessité d’employer des dérivés 
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sulfamidés d’élimination aussi lente que possible et, si l’on doit admi- 
nistrer des doses supérieures 4 10 cg. par kilogramme, la nécessité 
de choisir des corps de toxicité trés faible, type sulfamidothiazo], sulfa- 
midothiazine,. sulfamidométhyldiazine. 

' Nous terminerons cet exposé en signalant quelques particularités 
qui se retrouvent de fagon presque constante sur les courbes pondé- 
rales et spirillaires des animaux traités par les sulfamides. 

Les courbes pondérales montrent un fléchissement constant du poids 
durant les premiers jours du traitement, ce fléchissement, d’ailleurs 
modéré, de J’ordre d’une cinquantaine de grammes, ne parait étre en 
rapport ni avec le type de sulfamide employé, ni avec la dose admi- 
nistréc. Dans un premier temps, la courbe pondérale continue de 
descendre du fait de Ja maladie, puis les parasites se trouvant détruits 
par les défenses de l’organisme, 1!’état général s’améliore trés vite et 
l’on voit brusquement la courbe changer de direction et se redresser 
(courbes n° 2). Les courbes spirillaires sont établies par numération 
quolidienne A J’ultramicroscope des parasites dans le sang péripheé- 
rique, les chiffres correspondent au nombre de spirilles sur 50 champs. 

Sur presque tous les graphiques, quel que soit le sulfamide employé, 
et a toutes les doses, apparaissent deux brusques poussées spirillaires. 
La premiére, la plus marquée, survient ordinairement le second jour 
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du traitement, puis, aprés avoir dessiné un clocher plus ou moins aigu} 
portant sur vingt-quatre ou quarante-huit heures, le nombre des spi-; 
rilles tombe a un chiffre trés faible. Deux ou trois jours plus tard sur-} 
vient la seconde poussée, toujours discrete, parfois 4 peine ébauchée.| 
Cet aspect ne manque que si l’on traite les animaux au moment de} 
l’apparition des spirilles, dans ce cas leur nombre élant encore faible, | 
la courbe tend A se rapprocher d’une droite. Inversement c’est en fin 
de maladie que le traitement détermine les poussées les plus typiques. 
Une irrégularité assez rare est caractérisée par une succession de clo- 
chers bien dessinés. 

Quelle est la signification de ces poussées ) Il s’agit évidemment 
d’une décharge spirillaire dans la circulation, mais décharge dont le 
mécanisme reste obscur. . 

La deuxitme remarque qui s’impose, c’est que dans tous les cas les 
spirilles disparaissent lentement ; il leur faut en moyenne de cing a 
sept jours. Il semble peu probable que l’on puisse agir plus vite avec 
d’autres sulfamides. A vrai dire la chose est sans importance, car si 
les spirilles semblent disparaitre en vingt-quatre heures sous ]’influence 
du novarsénobenzol, en fait cette disparition est illusoire et avec une 
souche aussi virulente que celle dont nous nous servons il faut 
plusieurs injections pour guérir réellement les animaux. 

Notons enfin que chez les cobayes insuffisamment traités, la courbe 
spirillaire correspondant a la rechute est toujours nettement moins 
marquée que la courbe initiale. 

En résumé, pour une maladie toujours mortelle pour les témoins, 
nous obtenons, avec le 1162 I’, 4 la dose de 50 cg. par kilogramme et 
par jour, la guérison de tous les animaux. A la dose de 10 cg. par 
kilogramme et par jour, la maladie n’est jugulée que si l’on emploie 
des dérivés d’élimination lente. Enfin, dans tous les cas le traitement 
par les sulfamides détermine, dés son application, une décharge spi- 
rillaire dans le sang. 


(Unstitut Pasteur. Service du D*™ Nirtt.) 


SUR LE TEMPS D'ACTION 
DE CERTAINES SUBSTANCES ANTAGONISTES 
(ACIDE f-AMINOBE NZOIQUE /)-AMINOPHENYLSULF4MIDE 


ET AC DE PANTOTHENIQUE/ACIDE SALICYLIQUE) 


par F. NITTI et M. FAGUET. 


Le mode d’action des sulfamides.a été en grande partie élucidé par 
les recherches de Woods et de Fildes. Ces auteurs ont montré que 
Vaction bactériostatique du sulfamide était inhibée par l’acide p-amino- 
benzoique. Les quantités d’acide p-aminobenzoique nécessaires pour 


neutraliser l’action d’un nombre donné de molécules de sulfamide | 


varient selon les germes en expérience, les conditions de culture, le pH 
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- des milieux. Récemment Ivanovics (1) a décrit un nouveau phénoméne 
_ d’antagonisme : l’acide pantothénique inhibe in vitro l’action bactério- 
_ statique de l’acide salicylique. 

Nous avons étudié par la méthode des enregistrements continus des 
- courbes microbiennes [micro-biophotométre (2)] les modalités de ces 
deux antagonismes, et nous allons rapidement résumer les résultats 
obtenus. ; ‘ 

Nous avons utilisé dans ces essais une souche de E. coli (Monod) en 

milieu synthétique dont la formule a été donnée précédemment (3). 
Les cultures étaient pratiquées dans des cuves planes contenant 50 c. c. 
de milieu, fortement aérées, et A 37°. Nous avions précédemment 
montré avec A. Lwoff, M™° Tréfouél et M'° V. Hamon (8) que le sulfa- 
mide ralentit considérablement la multiplication de E. coli. Nous vou- 
' drions apporter maintenant d’autres précisions A ce sujet. 
Trois cuves A faces planes contenant 50 c. c. de milieu sont ense- 
-mencées avec 5 millions environ de E. coli venant d’une culture en 
milieu synthétique agée de dix-huit heures. La premiére nous servira 
de témoin, la seconde sera additionnée de 3 cg. de sulfamide, la troi- 
siéme de 3 cg. de sulfamide et de 2 mg. d’acide p-aminobenzoique. 
_ Nous savons que pour E. coli 1 mol. d’acide p-aminobenzoique neutra- 
lise l’action de 1.000 mol. de sulfamide. La quantité ajoutée a la troi- 
siéme cuve sera donc en grand excés. Les cuves sont placées dans 
ie micro-biophotométre et les courbes de croissance sont enregistrées. 
Le témoin se développe rapidement ; la culture en milieu sulfamidé 
est fortement ralentie. Par contre, le milieu contenant du sulfamide 
et de l’acide p-aminobenzoique en excés permet un développement 
microbien normal et absolument comparable au témoin (fig. 1). 

Nous voyons ainsi que le mélange sulfamide-acide p-aminobenzoique 
ne provoque aucun trouble apparent dans la multiplication de E. coli. 

Dans une deuxiéme expérience, trois cuves ont été préparées avec 
les mémes quantités de milieu et de semence. La premiére nous servira 
de témoin ; la deuxiéme et la troisiéme seront additionnées de 3 cg. 
de sulfamide. Les cuves seront placées dans le micro-biophotométre. 

Trois heures et demie aprés, la culture témoin sera en pleine phase 
logarithmique, tandis que dans les milieux sulfamidés les croissances 
seront fortement ralenties par rapport 4 cette premiére. A ce moment, 
nous ajouterons 4 une des cuves sulfamidées ]’acide p-aminobenzoique 
en excés (2 mg.) ; la deuxiéme cuve sulfamidée restant comme témoin. 

Dans les siz minutes qui suivent l’addition de l’acide p-aminoben- 
zoique au milieu sulfamidé les divisions microbiennes reprennent nor- 

malement. Le phénoméne de neutralisation est donc immédiat. 

Un examen plus approfondi des trois courbes précédentes (fig. 2) 
nous montre néanmoins que la durée de la division microbienne reste 
légérement plus élevée en présence de sulfamide et d’acide p-amino- 
benzoique (quarante-cing minutes) que dans la cuve témoin non sul- 
~ famidée. 

D’aprés Woods et Fildes, le sulfamide inhibe une réaction enzyme- 


(1) Ivanovics, Klin. Woch., 1942, 24, 343. 

(2) M. Facuer et F. Nirm, ces Annales, 1943, 69, 126. ; 

(3) A. Lworr, F. Nirri, Mme J. Tr&rovit et V. Hamon, ces Annales, 1941, 
67, 9. 
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Fic. 14. — I, culture témoin en milieu synthétique; I], méme milieu que I. mais 
adiitionné d’acide p-aminobenzoique et de p-aminophénylsulfamide (4162 F) 
Ill, p-aminophénylsulfamide (41162 F). 
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HEURES 
Fic. 2. — I, témoin; II, p-aminophénylsulfamide (1162F) + acide p-aminoben- 
zoique; Ill, p-aminophénylsulfamide (1162F); IV, acide salicylique + acide 
pantothénique; V, acide salicylique; VI, H,O aérée. 


tique dont le substrat normal est l’acide p-aminobenzoique. La rapi- 
dité de la suppression de l’action du sulfamide par l’acide p-amino- 
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benzoique montre que celui-ci est capable de déplacer immédiatement 


le sulfamide et de reprendre ainsi sa place normale dans le méta- 
bolisme. 


L’acide salicylique a une puissante action bactériostatique in vitro et 
en milicu synthélique vis-a-vis de E. coli. L’acide pantothénique neu- 
tralise in vitro lVaction de l'acide salicylique. : 

Nous avons repris par la méme méthode expérimentale l’étude de 
ce cas d’antagonisme. Trois cuves contenant 50 c. c. de milieu sont 
ensemencées avec 5 millions de E. coli. La premiére nous servira de 
témoin ; la deuxiéme sera additionnée de 5 cg. de salicylate de sodium ; 
ly troisitme de 5 cg. de salicylate de sodium et d’un excés de panto- 
thénate de calcium racémique (4). 

On sait qu’une molécule d’acide pantothénique neutralise pour 
BK. coli 10.000 mol. environ d’acide salicylique. Les trois cuves sont 
placées dans le micro-biophotométre et les courbes enregistrées. Dans 
la cuve témoin, E. coli atteindra en une heure sa phase logarithmique 
de croissance. Dans la cuve 2, contenant le salicylate de sodium les 
divisions microbiennes seront pratiquement. arrétées. Dans la cuve 3, 
contenant le salicylate et l’acide pantothénique, la lag-phase sera 
prolongée d’une heure environ vis-a-vis du témoin, puis le développe- 
ment se fera presque normalement. 

Dans un second essai, les cuves seront préparées de la méme facon 
mais l’acide pantothénique ne sera ajouté que trois heures et demie 
aprés le début de la culture, c’est-d-dire que les germes resteront en 
contact pendant trois heures et demie avec l’acide salicylique avant 
Vintroduction d’acide pantothénique dans la cuve. L’addition d’acide 
pantothénique ne provoque pas une reprise immédiate de la crois- 
sance de £. coli en milieu salicylé ; pendant une demi-heure la courbe 
restcra absolument étale, puis pendant trois heures et demie elle se 
relévera progressivement mais trés lentement et la phase logarith- 
mique ne sera atteinte qu’a ce moment. Les divisions microbiennes 
seront d’ailleurs, méme au cours de cette phase, beaucoup moins 
rapides que dans le milieu témoin non salicylé. Nous voyons ainsi que 
{addition tardive d’acide pantothénique n’arrive pas 4 neutraliser com- 
plétement l’activité bactériostatique du salicylate de sodium (fig. 2). 


En résumé, l’addition simultanée de sulfamide et d’acide p-amino- 
benzoique A dose convenable ne retentit nullement sur la croissance 
de E. coli et le métabolisme de ce germe ne semble pas troublé. 
L’addition tardive d’acide p-aminobenzoique en culture sulfamidée est 
suivie par une reprise immédiate de la reproduction microbienne, 
néanmoins la rapidité des divisions est légérement ralentie par rapport 
aux cultures non sulfamidées. ’ 

Quant & l’acide pantothénique, il n’arrive pas & supprimer compleé- 
tement l’action inhibitrice de l’acide salicylique, méme si ces deux 
corps sont introduits simultanément dans les cultures. Lorsque les 
bactéries sont restées en contact pendant un certain temps avec l’acide 


(4) Nous remercions vivement M. Grillet et M. le professeur Paul, des 
Usines Rhéne-Poulenc, qui nous ont aimablement fourni du pantothénate 
de calcium nécessaire 4 nos essais. 
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salicylique, la croissance ne repart qu’aprés un délai considérable. 
La rapidité des divisions microbiennes reste d’ailleurs trés inférieure 
4 celle des cultures pratiquées dans des milieux non salicylés. 
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» EXTRAIT DES STATUTS : 


Article premier. — L’association dite Association des Microbiologistes 


de Langue Francaise, fondée en 1937 A Paris, a pour but de grouper les | 


Microbiologistes de‘langue francaise et de créer entire eux un lien. Elle 


» a-son siége a Paris. 
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Elle se compose de membres nationaux et de membres étrangers de 
toules langues. 


La langue francaise est la langue officielle des Congres de l’Association. 

Art. 2. — Elle est instituée uniquement pour 1’étude et la discussion 
en commun de toutes les branches de la Science microbiologique. 

Art. 8.'— Peut faire partie de l’Associalion toute personne remplissant 
‘une fonction scientifique dans un laboratoire de Microbiologie (Microbio- 
logie, Pathologie infecticuse, Immunologie, Chimiothérapie, Cancérologie), 
ou ayant’ publié des travaux de Microbiologie. 
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Art. 9. — Les auteurs des communications et démonstrations devront 
_é€tre membres de |!’Association. Les élrangers a l’Association ne seront 
acceptés comme autcurs que s’ils ont pour co-signalaires un membre de 
l’Association, ou s’ils ont été imvités par le Bureau a faire une communi- 
cation, ou si un membre de 1’Association ayant assisté aux recherches 
‘yapportées se charge de discuter le travail] en séance. 


Les membres francais de |’Associalion constituent-ipso faclo et de 
plein droit, la SECTION FRANCAISE de l’ASSOCIATION INTER- 
NATIONALE DE MICROBIOLOGIE. 


En dehors, des Congrés, dont la périodicité et la dale sont fixées 
par I’ Assemblée Générale sur la_proposition du Bureau, l’ Associa- 
tion se réunit en séances’ consacrées a des communications scien- 
tifiques, le premier jeudi de chaque mois (aot et seplembre excepltés), 


~  & 16 heures. Les séances ont lieu au Grand Amphithéalre de Vinstitut 
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Pasteur ; elles sont. publiques. hash 
Les membres désirant présenter des communications sont priés 


~d’en aviser le Secrétaire général, el de lui en communiquer le ttre, 


pour permet{re |’établissement de ordre du jour de la réunton, | 
Te texte des communications doit é@tre remis a la séance, ¢labh 


ne varietur, en exemplaire dactylograplié original. La bibliographie 
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des auteurs cités sera établie, conformément aux régles admises par 
l’Association Internationale de Microbiologie, dans |’ordre suivant : 
nom de |’auteur, éitre du périodique (en abrégé et en ilaliques), 
année de publication, fome (en chiffres arabes gras), page. Les 
signes l., p., etc., sont supprimés. Les abréviations des noms de 
péricdiques courants figurent sur une liste qui sera adressée aux 
auteurs sur leur demande. Les figures illustrant le texte doivent étre 
remuses avec leurs clichés typographiques, sinon il pourra en résulter 
des délais de publication. La Rédaction se charge, le cas échéant, 
de faire faire tous les dessins, graphiques, tracés, et de faire clicher, 
aux frais des auteurs, tous les documents qui.lui seront adressé$ a 
temps, soit huit jours au moins avant la séance, pour parulion dans 
le numéro suivant des Annales de I’Institut Pasteur. 

En raison des restrictions apportées aux publications par les 
circonstances actuelles, le texte de chaque communication ne pourra 
occuper plus de deux pages de |’emplacement réservé dans les 
Annales de l'Institut Pasteur, soit environ 1.200 mots. Les références 
bibliographiques et les clichés, s’il y en a, seront:compris dans cet 
espace. Toute communication dépassant ce maximum sera retournée 
4 son auteur, ou devra avoir été préalablement acceptée par la 


Rédaction des Annales de l'Institut Pasteur, pour y paraitre en 


Mémoire. 
Le Secrétaire général : P. Lipine. 


Seance du 1* juillet 1943. 
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